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Résumé : 
L’adaptation de Lactococcus lactis aux stress nutritionnels a été caractérisée en dynamique de 
culture en conditions contrôlées. Une approche de type macroarray destinée à mesurer 
conjointement l’expression des gènes (transcriptome) et la stabilité des ARN messagers, domaine 
largement ignoré, a été couplée à la mesure d’indicateurs métaboliques. Ce travail constitue non 
seulement la première analyse transcriptomique chez L. lactis, mais aussi la première caractérisation 
globale de la stabilité des ARNm lors d’un stress. 
La carence en carbone (épuisement de glucose) et la réponse stringente, associée soit à la carence en 
isoleucine soit à la présence d’un inducteur de cette réponse (la norvaline), ont été étudiées. 
Chacune des conditions génère des réponses générales négatives affectant les gènes codant pour les 
activités physiologiques majeures, des réponses spécifiques de la carence imposée et des réponses 
non directement liées aux carences. La confrontation des données a permis de réfuter l’idée 
émergente du caractère universel de la réponse stringente. 
Des variations importantes de stabilité des ARNm sont observées au cours des carences. Une 
analyse bioinformatique a permis de proposer des déterminants de la stabilité et des mécanismes de 
dégradation des ARNm originaux. L’intégration des données de transcriptome et de stabilité, 
réalisée avec un nouveau concept de calcul de coefficients de régulation, a permis de quantifier 
l’influence de la transcription et la stabilité sur la concentration des ARNm. Cette approche 
innovante a révélé que, lors des carences, l’expression de plus de 20 % des gènes est régulée par la 
stabilité des ARNm, et non par la transcription. 
 
Mots Clès : 
Lactococcus lactis, stress, adaptation, expression, transcriptome, stabilité, coefficient de régulation 
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Abstract : 
The adaptation of Lactococcus lactis to nutritional stresses was studied kinetically during cultures 
in controlled conditions. A macroarray approach was used to determine in parallel gene expression 
and messenger RNA stability, domain still largely ignored, in association with the measurement of 
particular metabolic indicators. This work constitutes not only the first transcriptomic study in L. 
lactis but also the first characterization of mRNA stability at genomic level during stress. 
The carbon starvation (glucose exhaustion) and the stringent response, provoked either by 
isoleucine starvation or by the presence of an inductor (norvaline), were studied. Each condition 
generated global negative responses affecting the expression of genes encoding the major 
physiological activities, specific responses to the starvation imposed and others responses not 
directly linked to starvation. The confrontation of the different datasets permitted to refute the 
emerging hypothesis of a universal feature of the stringent response. 
Strong variations of mRNA stability were observed during starvations. A bioinformatic analysis 
allowed original mRNA stability determinants and degradation mechanisms to be proposed. 
Transcriptome and stability data were integrated, with a new concept of regulation coefficients 
calculation, in order to quantify the influence of transcription and stability on mRNA 
concentrations. This innovating approach revealed that, during starvation, the expression of more 
than 20 % of mRNA is regulated by mRNA stability, and not by transcription. 
 
Key words : 
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Introduction 
 
 
  2
Introduction 
 
 
 
La bactérie lactique Lactococcus lactis est dans son environnement naturel (sols, 
plantes) et lors des procédés industriels laitiers, dans lesquels elle est largement utilisée, 
soumise à de nombreuses contraintes environnementales. Le stress acide est le plus 
fréquemment rencontré du fait du métabolisme fermentaire homolactique de ce micro-
organisme. Néanmoins, dans les procédés fromagers, des stress thermique, osmotique ou 
oxydatif viennent se superposer lors des étapes de fermentation, de pressage, d’affinage ou de 
stockage par exemple. De plus, des carences nutritionnelles (carbone, azote, phosphate) 
peuvent être fréquemment rencontrées, en particulier dans les habitats naturels où la 
disponibilité des nutriments est très aléatoire. La diversité et l’intensité des stress rencontrés 
par L. lactis en ont fait un micro-organisme de choix pour l’étude des réponses au stress tant 
d’un point de vue fondamental que dans un souci d’optimisation des performances de ce 
micro-organisme ou d’amélioration des qualités organoleptiques ou sanitaires des produits 
laitiers. 
Face à un stress, la cellule met en place des mécanismes de lutte pour assurer sa survie, 
voire son développement. Chez L. lactis, ces réponses ont été essentiellement caractérisées 
lors de stress physico-chimiques, au détriment des stress nutritionnels tels que les carences en 
carbone, acides aminés ou phosphate. Pour ce micro-organisme, aucune étude ne relate une 
caractérisation exhaustive de la réponse à un stress donné. Les études protéomiques menées 
chez L. lactis au cours des dernières années n’ont révélé qu’un nombre restreint de protéines 
induites (Champomier-Verges et al., 2002). D’autre part, les réponses au niveau 
transcriptionnel n’ont jamais été explorées de façon étendue dans ce micro-organisme. La 
majorité des études répertoriées se restreignent à l’étude de quelques gènes par des techniques 
de type Northern ou dot blot, et la seule étude plus large menée récemment s’est limitée à 
l’observation d’environ 400 gènes d’intérêt (Xie et al., 2004). De nombreux mécanismes 
ponctuels ont néanmoins été caractérisés (induction des chaperonnes, de protéases, mise en 
place de voies métaboliques spécifiques, systèmes de réparation, etc). Cependant, les 
phénomènes de protection croisée ainsi que les multi-résistances conférées par certains stress, 
dont la carence en carbone, suggèrent l’existence de mécanismes de réponse plus larges. Ces 
mécanismes généraux sont encore inconnus et leur détermination revêt un intérêt particulier 
au vu de l’organisation originale du réseau de régulation de L. lactis. Ce micro-organisme 
semble en effet se caractériser par l’absence de facteurs sigma (σ) de stress, médiateurs chez 
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Escherichia coli et Bacillus subtilis d’une réponse générale au stress. De façon similaire, la 
réponse stringente semble constituer un mécanisme pléiotropique primordial lors de 
l’adaptation de nombreuses espèces bactériennes à leur environnement. Or, celle-ci n’est pas 
caractérisée chez L. lactis, bien que son implication dans la résistance au stress acide y ait été 
suggérée (Rallu et al., 2000). 
 
Pour accéder à une meilleure compréhension du comportement de L. lactis lors de son 
adaptation à l’environnement, nous avons cherché à identifier un éventuel mécanisme général 
de réponse et les phénomènes de régulation mis en jeu. Pour cela, l’étude de 2 carences 
nutritionnelles (carbone et acide aminé) et de la réponse stringente a été entreprise au cours de 
cette thèse. Ce travail a été mené sur L. lactis subsp. lactis IL1403 qui constitue la souche 
modèle de L. lactis et, plus largement, des bactéries lactiques. Les réponses à la carence en 
glucose ou en isoleucine ont été caractérisées lors d’une imposition progressive de la 
condition étudiée. Cette approche dynamique, par opposition à l’imposition brutale d’un 
stress (choc) qui est employée dans la majorité des études chez L. lactis, est plus 
représentative des situations rencontrées par ce micro-organisme au cours de son "existence". 
Elle offre également la possibilité d’observer la cascade de réponses mise en œuvre lors de 
l’adaptation. Pour cela, nous avons mené des cultures en conditions contrôlées en terme de 
température, de pH et de composition du milieu, durant lesquelles la consommation par L. 
lactis du nutriment limitant conduit à une apparition naturelle et graduelle de la carence. La 
réponse stringente a été définie grâce à la caractérisation de la réponse à la carence en acide 
aminé, qui est une condition inductrice de cette réponse, et à l’utilisation d’un inducteur 
chimique de cette réponse, la norvaline. 
Dans un premier temps, pour acquérir une caractérisation globale des réponses, une 
approche de type transcriptome a été choisie. Une méthode de détermination de l’expression 
de l’ensemble des gènes de L. lactis sur membranes de nylon (macroarrays) a donc été 
développée lors de cette thèse. Après un développement méthodologique portant 
essentiellement sur le traitement des données (normalisation, évaluation statistique, 
clustering), cette approche transcriptomique a été appliquée à l’étude des carences 
nutritionnelles et de la réponse stringente. Pour chacune des 3 conditions étudiées, les profils 
d’expression ont été établis à différents points clés de la culture. En parallèle, différents 
indicateurs métaboliques, tels que le taux de croissance, les concentrations en glucose, lactate, 
acides aminés (et leurs vitesses de consommation ou de production), ou les concentrations 
d’enzymes glycolytiques, ont été déterminés au cours de ces cinétiques. L’intégration de 
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l’ensemble de ces données a permis de définir les différentes réponses mises en œuvre par L. 
lactis au cours de son adaptation et d’évaluer leur pertinence physiologique. 
Dans un second temps, nous avons cherché à identifier les phénomènes de régulation de 
l’expression génique en réponse au stress. Les concentrations d’ARN messagers dans la 
cellule dépendent de la vitesse de transcription des gènes mais également de la vitesse de 
dégradation des ARNm. Les variations d’expression en réponse au stress peuvent ainsi être le 
fruit de régulations transcriptionnelles ou de modulations de la stabilité des transcrits. Une 
méthode de mesure de la stabilité des ARNm a donc été développée au cours de cette thèse et 
utilisée pour déterminer la stabilité de chacun des messagers lors de l’adaptation de L. lactis 
aux carences en carbone et en acide aminé. Pour évaluer l’influence respective de la 
transcription et de la dégradation dans le contrôle de l’expression génique en réponse au 
stress, les données de transcriptome et de stabilité ont été intégrées grâce à un formalisme de 
type contrôle hiérarchique. Pour parfaire la compréhension des mécanismes contrôlant 
l’expression des gènes, une analyse statistique et bioinformatique a été menée afin d’évaluer 
l’influence de différents facteurs intrinsèques des messagers, tels que leur biais de codons, sur 
leur expression. 
 
Une étude bibliographique décrivant l’état des connaissances sur le sujet sera présentée 
dans le premier chapitre de ce manuscrit. Elle propose une brève description de L. lactis puis 
relate ses réponses au stress, les mécanismes qui les sous-tendent et enfin, décrit les 
connaissances actuelles concernant la stabilité des transcrits. Après une présentation du 
matériel et des méthodes utilisés, 2 chapitres de résultats seront consacrés aux réponses 
transcriptomiques : le premier portera sur la description de la carence en glucose et le second 
décrira la caractérisation de la carence en isoleucine et de la réponse stringente. Ces 3 
réponses seront comparées dans un chapitre intermédiaire pour évaluer l’interdépendance et 
les traits communs de ces réponses. La stabilité des ARNm et son influence dans le contrôle 
de l’expression des gènes lors de l’adaptation de L. lactis aux carences en glucose et en 
isoleucine seront décrites dans le chapitre suivant. L’analyse des déterminants de la stabilité et 
des mécanismes de dégradation des transcrits sera également abordée dans ce chapitre. Le 
dernier chapitre relatera l’étude bioinformatique de l’influence des biais de bases, de codons 
et d’acides aminés sur l’expression des gènes. L’ensemble de ces résultats sera repris dans 
une conclusion générale mettant en relief les différentes réponses identifiées ainsi que les 
mécanismes sous-tendant l’adaptation de L. lactis à son environnement et, présentant les 
perspectives de ce travail. 
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I. Lactococcus lactis et les bactéries lactiques 
 
Les bactéries lactiques regroupent 11 genres dont les plus étudiés sont Lactobacillus, 
Lactococcus, Streptococcus, Leuconostoc, Oenococcus et Enterococcus (Stiles et Holzapfel, 
1997). Cette famille de micro-organismes à Gram+ se caractérise par sa capacité à convertir 
les sucres en acide lactique. Le genre Lactococcus comprend 4 espèces : garviae, plantarum, 
raffinolactis et lactis, elle-même divisée en 2 sous-espèces : lactis et cremoris. 
Lactococcus lactis est une espèce à Gram+, anaérobie facultative, catalase négative, non 
sporulante, non mobile, formant des cellules sphériques ou ovoïdes, isolées ou en courtes 
chaînettes.  
 
I.1 Intérêt de Lactococcus lactis 
 
L. lactis est naturellement trouvé dans des niches écologiques végétales (plantes, sols). 
Par ailleurs, ce micro-organisme est très largement utilisé dans l’industrie alimentaire lors de 
la fabrication de produits laitiers fermentés tels que le fromage. L. lactis est principalement 
utilisé pour sa capacité à former de l’acide lactique lors du catabolisme des sucres. Cette 
propriété acidifiante assure la formation du caillé à bas pH lors de la production des fromages 
et permet également une bonne conservation des produits fermentés, en évitant la 
prolifération de micro-organismes non désirables ou pathogènes. L. lactis participe également 
à la qualité organoleptique des produits (de Vos et Hugenholtz, 2004). Certains arômes, 
désirables ou non, sont issus de la protéolyse des protéines du lait ou de la synthèse de 
certains acides aminés. D’autres, tels que le diacétyle, dérivent du catabolisme des sources 
carbonées présentes dans le lait. La capacité de L. lactis à synthétiser des exopolysaccharides 
participe à la texture des produits laitiers. Mais l’intérêt de L. lactis ne se restreint pas à 
l’industrie agroalimentaire. Depuis peu, un regain d’intérêt est porté aux possibles effets 
probiotiques de ce micro-organisme, ainsi qu’à sa potentialité à être utilisé comme vaccin 
vivant ou vecteur thérapeutique (Langella et Le Loir, 1999; Mercenier et al., 2000).  
De par son habitat naturel et son utilisation dans des procédés industriels, L. lactis est 
régulièrement confronté à des stress nutritionnels et/ou physico-chimiques, simples ou 
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multiples (Sanders et al., 1999 ; van de Guchte et al., 2002). Le stress acide, généré par la 
bactérie elle-même lors de la fermentation des sucres en acide lactique lors de la croissance, 
est le plus fréquemment rencontré. De plus, le procédé fromager allant de la formation du 
caillé, au pressage, à l’affinage et au stockage, soumet successivement L. lactis à des stress 
acide, hyperthermique, osmotique, nutritionnels, hypothermique et oxydatif. De même, les 
bactéries présentes dans le sol peuvent être exposées à l’oxygène et soumises à de nombreuses 
variations de température ainsi qu’à de longues phases de carences nutritionnelles. 
Jusqu’aux années 1970, ce micro-organisme a été utilisé de façon empirique. 
Cependant, les contraintes économiques et sanitaires ont imposé une recherche accrue de 
performances en terme de rentabilité et de qualité organoleptique des produits. Diverses 
approches physiologiques ou génétiques ont déjà été menées pour améliorer la qualité des 
souches : déviation des flux métaboliques vers la production de composés aromatiques ou 
d’exopolysaccharides (de Vos, 1996; Hugenholtz et al., 2000), amélioration de la protéolyse 
(de Vos, 1999), etc. Mais ces approches se révèlent limitées et il apparaît maintenant 
nécessaire d’acquérir une vision plus globale et approfondie de la physiologie de L. lactis et, 
plus particulièrement, des mécanismes de réponse au stress puisque ceux-ci influencent 
largement le comportement et les capacités métaboliques de la cellule. 
 
I.2 Lactococcus lactis subsp. lactis IL1403 
 
Lactococcus lactis subsp. lactis IL1403 est une souche curée de plasmides, dérivée de la 
souche IL594 isolée d’un milieu laitier. L. lactis IL1403 apparaît comme l’organisme modèle 
des lactocoques et plus largement des bactéries lactiques. En effet, parmi cette famille, cette 
espèce est la plus largement étudiée depuis de nombreuses années et est la première à avoir 
été entièrement séquencée (Bolotin et al., 2001). Son génome de 2,35 Mb, avec un % GC 
moyen de 35,4 %, comprend 86 % de régions codant pour des protéines, 1,4 % pour des ARN 
stables, et 12,6 % de régions non codantes. 2310 Open Reading Frames (ORFs) avec une 
longueur moyenne de 879 bp ont été identifiés. L’annotation de ces gènes a permis de définir 
une fonction biologique, validée ou attribuée par homologie, pour 64,2 % d’entre eux. 20,1 % 
des gènes présentent des homologies avec des gènes de fonction inconnue alors que 15,7 %, 
sans aucune homologie à des gènes séquencés, sont considérés comme spécifiques des 
Lactococci. 
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I.2.1 Potentialités métaboliques de L. lactis IL1403 
 
L’analyse des différents ORFs a montré que les machineries de réplication, de 
transcription et de traduction de L. lactis sont très similaires à celles de Bacillus subtilis, 
micro-organisme à Gram+ le mieux caractérisé (Kunst et al., 1997). D’autre part, l’analyse 
fonctionnelle des gènes de L. lactis a permis d’évaluer plus précisément le potentiel 
métabolique de ce micro-organisme.  
Les capacités fermentaires, déjà largement caractérisées, ont été confirmées puisque 
l’ensemble des gènes codant pour la glycolyse et la majorité des gènes codant pour la voie des 
pentoses-phosphate ont été identifiés. De même, L. lactis semble capable de croître sur 
diverses sources carbonées puisque les gènes de transport ou d’assimilation nécessaires à 
l’utilisation de sucres, tels que le glucose, le fructose, le galactose, le saccharose, le maltose, 
le mannose, le gluconate, le xylose ou le cellobiose, ont été mis en évidence. En revanche, les 
gènes codant pour diverses enzymes impliquées dans le cycle du citrate, la gluconéogénèse et 
les réactions anaplérotiques sont manquants. Les gènes codants pour les enzymes impliquées 
dans l’utilisation du pyruvate ainsi que leur régulation avaient été précédemment décrits chez 
L. lactis (pour une revue, voir Cocaign-Bousquet et al., 1996). Par ailleurs, la présence de 
certains gènes du système protéolytique (Kunji et al., 1996; Christensen et al., 1999), qui 
permet la croissance sur lait, a été confirmée. Cependant, en l’absence du gène codant pour la 
protéinase PrtP, qui est habituellement plasmidique, ce système n’est peut-être pas 
fonctionnel dans la souche IL1403. De plus, cette souche semble capable de cataboliser 
certains acides aminés dont l’arginine et le glutamate. 
De façon plus surprenante, L. lactis possède les gènes codant pour les voies de 
biosynthèse des acides aminés, de certaines vitamines et des bases nucléotidiques. Cependant, 
les exigences nutritionnelles multiples de L. lactis (Cocaign-Bousquet et al., 1995) suggèrent 
que ces voies ne sont pas fonctionnelles ou incomplètes, comme cela a été mis en évidence 
pour la voie de biosynthèse des acides aminés branchés (Godon et al., 1993). De plus, 
l’annotation du génome a révélé la présence des gènes nécessaires à la respiration, à 
l’exception de certains gènes impliqués dans la synthèse d’hème. Ceci suggère que L. lactis 
serait capable de respirer en présence d’hème dans le milieu (Duwat et al., 2001). Enfin, des 
gènes de transformation ont été mis en évidence (Bolotin et al., 2001) bien qu’aucun état de 
compétence n’ait jamais été décrit chez L. lactis. 
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I.2.2 Potentialités régulatrices de L. lactis IL1403 
 
Les potentialités de régulation ont également pu être établies grâce au séquençage du 
génome. De façon assez remarquable, L. lactis possède seulement 3 facteurs sigma (σ) contre 
18 chez B. subtilis. Le rôle essentiel des facteurs σ est de se lier au cœur de l’ARN 
polymérase pour lui conférer sa spécificité de reconnaissance des promoteurs. La majorité des 
gènes présentent un promoteur consensuel reconnu par le facteur σ végétatif, codé par rpoD 
chez L. lactis IL1403. D’autre part, seuls 2 facteurs σ alternatifs ont été identifiés lors du 
séquençage de la souche IL1403 (Bolotin et al., 2001). Des fonctions ont été proposées pour 
ces 2 facteurs mais n’ont pas été confirmées à ce jour. ComX serait impliqué dans la 
régulation des gènes de compétence puisque son homologue le plus proche (26 % d’identité) 
est le facteur ComX contrôlant la compétence chez Streptococcus pneumoniae (Guedon et al., 
2002). La fonction de SigX, qui est un facteur extracytoplasmique (ECF), reste hypothétique. 
Cependant, les ECF semblent impliqués dans la régulation de fonctions spécifiques de la 
membrane, du périplasme ou de fonctions extracellulaires (Helmann, 2002). Ainsi, le facteur 
ECF σE d’Escherichia coli contrôle l’expression de la protéase de surface HtrA et d’une 
protéine de la membrane externe OmpK ; FecI, un autre ECF d’E. coli, contrôle le transport 
du fer alors que le facteur SigX de B. subtilis est impliqué dans la survie à haute température 
(Missiakas et Raina, 1998). Ainsi, le caractère extracytoplasmique de SigX chez L. lactis 
suggère qu’il pourrait être impliqué dans des conditions de stress pour contrôler une réponse 
spécifique au niveau de la membrane. 
 
Par ailleurs, L. lactis ne possède que 8 systèmes à 2 composants (TCS) en opposition à 
34 chez B. subtilis. Ceux-ci seront évoqués plus en détail ultérieurement (§ II.2.1.1). 
 
Enfin, 138 régulateurs potentiels ont été annotés et une fonction a pu être caractérisée 
ou proposée pour 52 d’entre eux (Guedon et al., 2002). Ces régulateurs représentent une 
proportion équivalente à celle observée chez B. subtilis. Seuls les principaux régulateurs 
pouvant intervenir en réponse à un changement environnemental seront évoqués dans cette 
introduction. Les répresseurs HrcA (Kilstrup et al., 1997) et CtsR (Varmanen et al., 2000) 
sont impliqués dans le contrôle de l’expression des chaperonnes et des protéases Clp, en 
réponse à diverses conditions de stress (thermique, acide, osmotique). CcpA assure le 
mécanisme de répression catabolique (Luesink et al., 1998). En se fixant au niveau des 
 12
I. Introduction bibliographique 
séquences CRE (Catabolite Repression Element), il permet l’activation ou la répression des 
gènes situés en aval de ces séquences. Son rôle d’activateur et de répresseur a été mis en 
évidence pour les opérons las et gal respectivement (Luesink et al., 1998). La présence de 
nombreuses séquences CRE sur le génome suggère que CcpA contrôlerait la plupart des 
opérons d’utilisation de sucre de même que les opérons ilv, arc ou cit (Guedon et al., 2002). 
CodY régule les gènes du système protéolytique, nécessaire à l’utilisation de protéines ou de 
peptides (prtP, opp-pepO1, pepDA2, pepC, N et X), en réponse au pool d’acides aminés 
branchés (isoleucine, leucine et valine) dans la cellule (Guedon et al., 2001a; Guedon et al., 
2001b; Petranovic et al., 2004). Chez B. subtilis, CodY est impliqué dans le contrôle de gènes 
de transporteurs de peptides, de dégradation d’acides aminés ainsi que dans l’induction de la 
compétence (Serror et Sonenshein, 1996). Il a donc été suggéré que, comme dans ce micro-
organisme, CodY pourrait avoir un rôle pléiotropique chez L. lactis. Par ailleurs, ArgR et 
AhrC contrôlent conjointement la biosynthèse et le catabolisme de l’arginine (Larsen et al., 
2004; Larsen et al., 2005), GlnR serait un régulateur potentiel de la glutamine synthétase et 
AldR est supposé réprimer l’opéron ilv (Goupil-Feuillerat et al., 1997; Guedon et al., 2002). 
PurR et PyrR régulent l’expression des gènes codant pour la biosynthèse des purines et des 
pyrimidines (Kilstrup et Martinussen, 1998; Martinussen et al., 2001). BusR et GadR sont 
respectivement responsables du contrôle de l’expression du transporteur de glycine-bétaïne 
(Romeo et al., 2003) et de l’opéron gadBC (Sanders et al., 1998) alors que CopR et FlpA 
interviendraient respectivement dans le métabolisme du cuivre (Guedon et al., 2002) et du 
zinc (Scott et al., 2000). PhoU semble coder un répresseur du régulon phosphate (Guedon et 
al., 2002). Enfin, de nombreux régulateurs contrôlent l’expression des gènes codant pour 
l’utilisation de substrats carbonés tels que le lactose (LacR), le xylose (XylR), des glucosides 
(BglR), le maltose (MalR), le fructose (FruR), le ribose (RbsR) ou le gluconate (GntR). 
 
Ce bref aperçu des potentialités de L. lactis révèle que de nombreuses caractéristiques 
physiologiques restent à découvrir. L’organisation du réseau de régulation de L. lactis semble 
particulièrement originale et mérite d’être désormais approfondie. La caractérisation des 
mécanismes de réponse au stress qui, dans d’autres bactéries modèles, font intervenir des 
facteurs σ alternatifs, apparemment absents chez L. lactis, apparaît particulièrement 
essentielle tant au niveau fondamental qu’industriel. 
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II. Les réponses au stress 
 
La croissance des bactéries dépend des conditions nutritionnelles et environnementales 
qu’elles rencontrent. En effet, les micro-organismes ne peuvent se développer de façon 
optimale que dans une gamme limitée de facteurs physico-chimiques (tels que la température, 
le pH, la salinité, etc) et nécessitent un apport en carbone, azote et phosphate, requis pour la 
synthèse des constituants cellulaires (protéines, acides nucléiques, etc). L. lactis en particulier 
est une bactérie mésophile possédant une température optimale de croissance d’environ 30 
°C, et neutrophile puisque sa gamme de pH optimale varie de 6,3 à 6,9 (Hutkins et Nannen, 
1993). Cependant, L. lactis est un micro-organisme régulièrement soumis à des conditions de 
croissance non favorables, tant dans son environnement naturel que lors des procédés 
industriels. Il a donc développé des mécanismes efficaces de réponse au stress. Une 
description générale des effets du stress sur la physiologie sera d’abord proposée dans cette 
introduction puis les mécanismes majeurs de réponse au stress seront présentés, en mettant 
l’accent sur les connaissances acquises chez L. lactis. Précisons que toute modification des 
conditions environnementales, nutritionnelles ou physico-chimiques, causant une perturbation 
notable de la physiologie cellulaire est considérée comme un stress, qu’elle s’accompagne ou 
non d’une létalité.  
 
II.1 Altération de la physiologie cellulaire 
 
Bien que de nombreuses données soient disponibles sur les réponses aux stress, 
principalement acide et thermique, chez L. lactis, les répercussions de conditions de 
croissance défavorables sur la physiologie générale de la cellule ne sont encore que 
partiellement caractérisées. 
 
II.1.1 Croissance et viabilité 
 
L’étude des réponses au stress est souvent abordée via des études de viabilité. Celle-ci 
peut être évaluée par diverses techniques (Oliver, 1993) qui reflètent différents états 
physiologiques tels que la capacité à se multiplier (comptage sur boite), la capacité 
métabolique (test d’acidification, synthèse d’acide nucléique, synthèse d’ATP, etc) ou 
l’intégrité membranaire (utilisation de colorants). La technique de comptage sur boîte est la 
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plus largement utilisée bien qu’elle soit la plus restrictive puisque les micro-organismes 
doivent être cultivables. 
De façon assez surprenante, bien que la perturbation du métabolisme suite à un stress se 
répercute en premier lieu sur la croissance, peu d’études décrivent les cinétiques de croissance 
à proprement parler. En effet, les réponses au stress sont, dans la plupart des cas, caractérisées 
suite à l’imposition brutale d’un stress (transfert de cellules dans un milieu nutritionnel ou un 
environnement physico-chimique défavorable) plutôt que lors d’une cinétique d’apparition 
progressive du stress. Cependant, il apparaît que les effets du stress sur la croissance, bien que 
très variables en fonction des espèces, sont essentiellement dépendants de la nature et de 
l’intensité du stress (Kim et al., 1999). Ainsi, alors que les stress nutritionnels de type carence 
en carbone causent un ralentissement brutal de la croissance suivi d’une phase stationnaire ou 
linéaire (Mason et Egli, 1993; Hartke et al., 1994), les stress physico-chimiques semblent 
permettre la croissance tant que des niveaux létaux de stress ne sont pas atteints. Ainsi, L. 
lactis se développe jusqu’à des pH intracellulaires variant de 5,3 à 5,7 (Mercade et al., 2000; 
Even et al., 2002) et une température de 10 °C (Panoff et al., 1994). Des vitesses de 
croissance affectées d’un facteur 1,3 à 6 par rapport à des conditions optimales de croissance 
ont été observées chez L. lactis en choc froid (10 °C, Wouters et al., 1998), en présence de 
NaCl (2,5 %, Kilstrup et al., 1997; 4 %, Xie et al., 2004) ou d’éthanol (5 %, Foucaud-
Scheunemann et Poquet, 2003) ou en condition acide (pH 5,5, Xie et al., 2004). 
A l’inverse, la viabilité semble profondément affectée lors de stress physico-chimiques 
alors qu’elle est altérée dans une proportion moindre lors de carences nutritionnelles. En effet, 
des taux de viabilité résiduelle inférieurs à 1 % ont été observés chez L. lactis après des temps 
d’exposition à différents stress variant de 15 min à 3 h. Cette perte significative de viabilité a 
notamment été observée chez L. lactis suite à l’imposition de pH inférieurs à 4,2 pendant 1 à 
3 h (Hartke et al., 1996; Rallu et al., 1996), après 15 min d’exposition à 55 °C (Duwat et al., 
1999) ou en présence de 0,05 % de sels biliaires (Kim et al., 1999) ou 1 mM de H2O2 (Duwat 
et al., 1999). Lors de stress nutritionnels, la viabilité semble beaucoup moins affectée. Ainsi 
la viabilité décroît de moins de 10 % lors des 12 premières heures de carence en carbone chez 
L. lactis (Kunji et al., 1993; Duwat et al., 1999) qui est encore viable dans ces conditions 
après 3 mois (Hartke et al., 1994). 
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II.1.2 Constituants macromoléculaires 
 
Ces différences majeures d’un point de vue croissance et viabilité entre les stress 
nutritionnels et physico-chimiques sont en partie le reflet d’un effet différent sur les 
constituants macromoléculaires de la cellule. Alors que la carence nutritionnelle ne crée pas 
de dommages majeurs sur les protéines, l’ADN et l’ARN, les stress physico-chimiques 
altèrent plus largement ces constituants directement ou via l’accumulation de produits 
toxiques. Ainsi, les protéines sont altérées, entre autres, par les stress hyperthermique et acide 
qui déstabilisent les interactions non covalentes ou par le stress oxydatif qui génère des 
radicaux libres pouvant oxyder les résidus cystéine (Storz et Imlay, 1999). De même, l’ADN 
peut être affecté par différents stress : les stress thermiques vont influencer l’état de 
superenroulement, les radicaux libres, générés lors d’un stress oxydatif, peuvent causer des 
cassures de brins et modifier les bases nucléotidiques (Fridovich, 1998) tout comme le stress 
acide qui favorise la dépurination et la dépyrimidination (Lindahl et Nyberg, 1972). Les 
protéines et les acides nucléiques étant des constituants essentiels au fonctionnement et au 
développement de la cellule, il apparaît évident que leur altération est très dommageable à la 
cellule. 
L’enveloppe cellulaire est également affectée lors de conditions de stress, ce qui altère 
les potentialités de la membrane, essentiellement en terme de transport. La fluidité de la 
membrane est fortement dépendante de la température de croissance. Ainsi, un stress 
hyperthermique cause un fluidification importante de la membrane alors qu’un stress 
hypothermique provoque une transition de phase de la membrane d’un état cristallin liquide à 
un état gel (Thieringer et al., 1998). De plus, la composition en acides gras des lipides de la 
membrane peut être modifiée, notamment au niveau du taux d’insaturation, lors du stress 
oxydatif ou de carences nutritionnelles (Neidhardt et al., 1994a; Giard et al., 1996; Miyoshi et 
al., 2003). 
 
II.1.3 Processus cellulaires majeurs 
 
Les machineries de réplication, de transcription et de traduction assurent les processus 
cellulaires indispensables au développement et au fonctionnement de la cellule. Ces 
mécanismes étant directement reliés à la croissance, il est tentant de supposer qu’ils sont 
affectés de façon similaire en condition de stress.  
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L’influence des conditions de croissance sur ces processus est rarement évaluée de 
façon globale lors de stress physico-chimiques. La seule étude recensée chez L. lactis rapporte 
une traduction et une transcription des gènes du métabolisme central ralenties lors du stress 
acide (phase de post-acidification, Even et al., 2002). De plus, les profils protéiques 
caractérisés lors des stress acide, osmotique, hyper et hypothermiques chez L. lactis révèlent 
un nombre restreint de protéines induites (12 à 33) alors que la majorité des protéines voient 
leur concentration diminuer (à l’exception du choc froid, Whitaker et Batt, 1991; Panoff et al., 
1994; Hartke et al., 1996; Kilstrup et al., 1997). Ceci suggère que, malgré une diminution 
probable de la vitesse de traduction, celle-ci n’est pas entièrement abolie puisque l’abondance 
de certaines protéines augmente suite à l’imposition d’un stress. 
L’altération de la transcription et la traduction lors de carences nutritionnelles est mieux 
caractérisée. La vitesse de traduction est réduite d’un facteur 2 à 15 lors des premières heures 
de carence en glucose chez E. coli et L. lactis (Kunji et al., 1993; Albertson et Nystrom, 
1994). L’inhibition de la transcription a été mise en évidence lors de la carence en glucose 
chez Streptococcus equisimilis (Mechold et Malke, 1997) et lors de la carence en acides 
aminés (mimée par l’ajout de norvaline) chez B. subtilis (Eymann et al., 2002). Le contrôle 
négatif de la transcription, en particulier celle des ARN ribosomaux, a été observé chez de 
nombreux micro-organismes lors de carences en carbone ou en azote (Cashel et Rudd, 1987; 
Chatterji et Ojha, 2001; Chang et al., 2002). Ce contrôle est considéré comme le trait 
principal de la réponse stringente. Ce mécanisme, initialement caractérisé lors de la carence 
en acides aminés, sera abordé de façon détaillée au paragraphe II.2.3.4. 
 
II.1.4 Activités métaboliques et énergétique cellulaire 
 
L’imposition de stress physico-chimiques ou nutritionnels peut affecter la composition 
du cytoplasme, réprimer certaines activités métaboliques et provoquer un état de déficience 
énergétique. 
 
Ainsi, lors de la croissance de L. lactis, la formation d’acide lactique conduit à une 
acidification progressive du cytoplasme (Hutkins et Nannen, 1993; Mercade et al., 2000; 
Even et al., 2002). Un changement de l’osmolarité du milieu peut provoquer une perte en eau 
de la cellule, due à la nécessité de maintenir une pression turgescente constante, ou affecter la 
balance ionique de la cellule (Csonka, 1989). En condition aérobie, la réduction de l’oxygène 
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conduit à la formation de composés oxydants tels que le peroxyde d’hydrogène (H2O2), le 
radical hydroxyle (OH•) et le radical superoxide (O2-) causant des dommages majeurs à la 
cellule (Miyoshi et al., 2003). 
 
Par ailleurs, la plupart des stress causent une inhibition du métabolisme tant au niveau 
du catabolisme que de l’anabolisme. Cette inhibition peut être due soit à une perte d’activité 
des enzymes lorsque les conditions rencontrées dans le cytoplasme (pH, température, 
concentrations de métabolites, ATP) ne sont pas optimales, soit à une altération physique des 
enzymes. Chez L. lactis, ces effets inhibiteurs ont été particulièrement étudiés au niveau du 
métabolisme central. Une diminution de 35 à 75 % de l’activité glycolytique est observée lors 
de la carence en carbone (Kunji et al., 1993) et en stress acide (Mercade et al., 2000; Even et 
al., 2002).  
De la même façon, le transport de nombreux solutés, ions, peptides et acides aminés est 
affecté en condition de stress (Poolman et al., 1987c; Poolman et al., 1987d; Poolman et 
Konings, 1988). Une activité restreinte peut être observée suite à une altération des gradients 
transmembranaires (pH, ions, solutés) ou suite à des modifications de la membrane (fluidité, 
perméabilité, composition). Ceci peut causer des limitations métaboliques et affecter la 
capacité énergétique de la cellule (Konings, 2002). 
 
Le pool d’ATP et la force protomotrice (FPM), constituée du gradient de pH (∆pH) et 
du gradient électrochimique (∆Ψ), représentent les ressources énergétiques essentielles aux 
différents processus physiologiques et à la synthèse des macromolécules. La constitution de 
ces potentiels est assurée par la phosphorylation oxydative du substrat, en absence de chaîne 
respiratoire fonctionnelle chez les bactéries lactiques, ainsi que par les transporteurs 
secondaires (Konings, 2002). Ainsi, l’altération du métabolisme et du transport peut causer 
une déficience énergétique dans la cellule. Chez L. lactis, une dissipation du pool d’ATP et de 
la FPM a notamment été observée lors de la carence en carbone et du stress acide (Poolman et 
al., 1987e; Even et al., 2002). En plus de cet impact direct sur l’état énergétique de la cellule, 
une action indirecte est également impliquée. En effet, les mécanismes de réponse au stress 
sont généralement demandeurs d’énergie et peuvent ainsi accentuer le déficit énergétique de 
la cellule lorsqu’ils sont mis en place. 
 
Cette vue d’ensemble de la physiologie en condition de stress permet de constater que 
les multiples effets observés (endommagement des constituants cellulaires, altération de 
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diverses activités métaboliques, perte de l’homéostasie du pH, déficience énergétique) sont 
particulièrement dommageables pour la cellule. Cependant, pour assurer leur survie voire leur 
multiplication, les micro-organismes ont développé un ensemble de mécanismes de réponse 
au stress. 
 
II.2 Les mécanismes de réponse au stress 
 
Dans cette partie, les mécanismes senseurs du stress seront dans un premier temps 
décrits puis, l’existence d’un mécanisme général de réponse au stress chez L. lactis sera 
discutée et enfin les mécanismes de lutte contre le stress actuellement connus seront 
présentés. 
 
II.2.1 Mécanismes senseurs de stress 
 
La mise en place des réponses au stress passe en premier lieu par la perception du stress 
permettant de déclencher les différents mécanismes de régulation. Les mécanismes de 
perception du stress sont encore peu connus. Cependant, les systèmes identifiés indiquent que 
la perception peut se faire aux niveaux membranaire ou cytoplasmique. 
 
II.2.1.1 Systèmes à 2 composants 
 
La membrane est une zone privilégiée pour percevoir tout changement de 
l’environnement car elle constitue le point de contact entre le "monde extérieur" et la cellule. 
Les systèmes à 2 composants (TCS) assurent la double fonction de détecteur d’un 
changement environnemental et d’inducteur de la réponse. Ces systèmes, mis en évidence 
chez de nombreuses espèces, sont constitués de 2 protéines : une histidine kinase (HK) ancrée 
dans la membrane et responsable de la perception du signal environnemental et un régulateur 
de réponse (RR) cytoplasmique assurant la transduction du signal via sa propriété d’ADN 
"binding" protéine (Appleby et al., 1996). Sous l’influence d’un signal environnemental 
spécifique, un changement de conformation de l’HK assure son autophosphorylation sur un 
résidu histidine par un mécanisme qui reste encore mal compris. Le phosphate est ensuite 
transféré sur un résidu aspartate du RR associé, le RR ainsi activé devient capable d’induire la 
réponse au stress appropriée en stimulant la transcription de gènes spécifiques. 
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Alors que chez B. subtilis 34 TCS ont été identifiés, chez L. lactis la présence de 8 RR 
(gènes llr A à H) et 7 HK (gènes kin A à G) seulement a été mise en évidence lors du 
séquençage du génome de la souche IL1403 (Bolotin et al., 2001). Les systèmes kin/llr A à F 
ont été caractérisés dans la souche MG1363 (O'Connell-Motherway et al., 2000). Les 
systèmes A et C sont constitutifs alors que les systèmes B, D, E et F sont exprimés de façon 
différentielle au cours de la croissance. La caractérisation phénotypique de mutants 
d’insertion dans différentes conditions de stress a permis de proposer un rôle pour les 
systèmes A et C à F (O'Connell-Motherway et al., 2000) alors qu’une fonction putative a été 
suggérée pour les systèmes G et H suite à l’analyse des séquences environnant leurs gènes 
(Guedon et al., 2002). Bien que des fonctions aient été proposées pour la plupart des TCS de 
L. lactis (tableau I.1), les signaux activateurs, leurs régulons ainsi que leurs rôles exacts en 
réponse au stress restent à définir. 
 
Tableau I.1 : Fonction des systèmes à 2 composants chez L. lactis. 
Système Rôle caractérisé* Rôle putatif 
llr/kin A métabolisme de l’arginine en stress acide  
llr/kin B -  
llr/kin C réponse globale au stress senseur de température+
llr/kin D stress osmotique  
llr/kin E activité phosphatase  
llr/kin F stress oxydatif  
llr/kin G - métabolisme des acides aminés aromatiques†
llrH - métabolisme de l’arginine†
* : fonction déterminée par l’étude phénotypique de mutants d’insertion chez L. lactis MG1363 (O'Connell-
Motherway et al., 2000); + : Wouters et al., 2001 ; † : Guedon et al., 2002. 
 
Les systèmes à 2 composants sont à ce jour les seuls mécanismes membranaires 
impliqués dans la perception du stress caractérisés. Cependant, il est probable que d’autres 
mécanismes existent. On peut notamment penser que certains transporteurs soient impliqués 
dans la détection du stress. De même, l’altération de la paroi ou de la membrane lors de stress 
pourrait être spécifiquement perçue pour déclencher une réponse à l’environnement. Par 
exemple, il semblerait que BusA agisse comme un osmosenseur via ses interactions avec la 
membrane (Guillot et al., 2000; van der Heide et Poolman, 2000). 
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II.2.1.2 Pools intracellulaires 
 
La perception du stress au niveau du cytoplasme est possible lorsque le signal parvient 
directement dans la cellule ou lorsqu’elle peut percevoir un des effets du stress sur le 
métabolisme ou les constituants macromoléculaires. 
Chez L. lactis, 2 types de métabolites senseurs ont été proposés suite à la caractérisation 
de mutants multi-résistants : le phosphate et la guanosine monophosphate (GMP). Des 
mutants affectés dans le transport à haute affinité du phosphate (pstB et C) présentent des 
pools intracellulaires de phosphate réduits, ce qui leur confère une résistance aux stress acide, 
thermique et oxydatif (Duwat et al., 2000; Rallu et al., 2000). Un pool de phosphate faible 
semble donc impliqué dans l’induction de mécanismes de réponse au stress. De façon 
similaire, des mutations affectant les gènes du métabolisme des purines, et plus précisément 
du GMP (hpt codant pour l’hypoxanthine-guanine phosphoribosyl transférase et guaA codant 
pour la GMP synthétase), confèrent un phénotype multi-résistant à L. lactis (Duwat et al., 
1999; Duwat et al., 2000; Rallu et al., 2000). Une altération du pool de GMP permettrait donc 
de déclencher la réponse à différents stress.  
 
Par ailleurs, d’autres senseurs de stress peuvent être envisagés. Lors de stress 
nutritionnels de type carence en acides aminés, l’augmentation de la proportion d’ARN de 
transfert non chargés déclenche le mécanisme de réponse stringente en activant la synthèse de 
(p)ppGpp (Wendrich et al., 2002). Ce mécanisme contrôlant une réponse pléiotropique sera 
abordé de façon approfondie dans une prochaine section (§ II.2.3.4). L’endommagement des 
constituants macromoléculaires (ADN, protéines) pourrait constituer un autre type de signal 
de stress. L’accumulation de protéines dénaturées semble ainsi induire la réponse "heat 
shock" chez E. coli (Parsell et Sauer, 1989; Hurme et Rhen, 1998). 
 
II.2.1.3 Ribosomes 
 
Les ribosomes pourraient être de bons indicateurs de l’état physiologique de la cellule 
en reflétant sa capacité de traduction, processus essentiel au fonctionnement de la cellule. 
Leur rôle de senseur de stress a été mis en évidence lors des stress hypo et hyperthermiques 
chez E. coli (VanBogelen et Neidhardt, 1990). 3 mécanismes ont été proposés pour expliquer 
le rôle régulateur des ribosomes dans la réponse. Il a été suggéré que, dans certaines 
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conditions, les ribosomes conduisent à la formation de composés spécifiques, comme le 
(p)ppGpp lors de la réponse stringente, assurant l’induction de la réponse au stress. 
Cependant, l’identité de telles molécules signal reste encore indéterminée. Par ailleurs, l’état 
des ribosomes lui-même pourrait constituer le signal. Enfin, il a été suggéré que les protéines 
synthétisées par les ribosomes pourraient induire la réponse, notamment dans des conditions 
où une fidélité de traduction altérée conduit à la formation de protéines dénaturées. 
 
Ainsi, les bactéries semblent capables de percevoir le stress via des systèmes 
membranaires ou cytoplasmiques. Cependant, les mécanismes de perception ainsi que la 
régulation des réponses restent encore peu caractérisés et il est probable que d’autres senseurs 
de stress soient impliqués. 
 
II.2.2 Mécanisme général de réponse au stress ? 
 
Chez E. coli et B. subtilis, une réponse générale au stress a été mise en évidence 
(Loewen et al., 1998; Hecker et Volker, 2001; Price et al., 2001). Celle-ci est contrôlée par 
des facteurs σ alternatifs, induits dans l’ensemble des stress rencontrés. L’absence probable de 
tels facteurs σ de stress chez L. lactis soulève la question de l’existence d’une réponse 
générale au stress dans ce micro-organisme. Pour éclairer ce point, la réponse générale au 
stress caractérisée chez E. coli et B. subtilis sera d’abord présentée puis, les observations 
suggérant l’existence éventuelle d’un mécanisme global de réponse au stress chez L. lactis 
seront discutées. 
 
II.2.2.1 Réponse générale au stress 
 
La notion de réponse générale au stress (GSR) bien que très employée est rarement 
définie en des termes rigoureux. Celle-ci peut être définie comme la réponse observée dans 
l’ensemble des conditions de stress rencontrées par la cellule. Cependant, chez E. coli et B. 
subtilis, ces réponses sont principalement sous le contrôle des facteurs σ alternatifs σS et σB 
respectivement (Loewen et al., 1998; Petersohn et al., 2001; Price et al., 2001). Ainsi, la 
définition de réponse générale au stress a tendance à se réduire à la détermination de leurs 
régulons. Cependant, des mécanismes indépendants de ces facteurs σ sont également 
impliqués. 
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Les facteurs σ dits alternatifs autorisent la transcription de nouveaux groupes de gènes 
en permettant la reconnaissance spécifique de leurs promoteurs déviant du consensus. Les 
facteurs σS et σB sont essentiellement impliqués dans le contrôle de l’expression lors de la 
transition en phase stationnaire mais également en stress osmotique, thermique ou éthanol 
(Loewen et Hengge-Aronis, 1994; Hecker et al., 1996; Loewen et al., 1998; Helmann et al., 
2001; Price et al., 2001). La GSR a été largement étudiée chez B. subtilis (Hecker et al., 1996; 
Helmann et al., 2001; Petersohn et al., 2001; Price et al., 2001). Celle-ci se caractérise par 
l’induction des gènes sous le contrôle des répresseurs HrcA (opérons dnaK et groE) et CtsR 
(gènes clp) et, bien sûr, par l’induction du régulon σB. Le régulon σB, impliqué dans les 
réponses aux stress thermique, osmotique, oxydatif, éthanol et lors de la carence en carbone 
ou en phosphate (Hecker et Volker, 1990), comprend plus de 150 gènes. La plupart de ces 
gènes ont été identifiés par des études transcriptomiques associées à des recherches de 
promoteurs et ne sont pas encore caractérisés d’un point de vue fonctionnel. Cependant, il 
semble que la GSR touche principalement les mécanismes de régulation, le transport, le 
turnover des molécules, l’enveloppe cellulaire et la lutte contre le stress (Price et al., 2001). 
Chez L. lactis, aucune réponse générale au stress contrôlée par un facteur σ alternatif 
n’a été mise en évidence à ce jour. Seuls 2 facteurs σ alternatifs sont présents dans le génome, 
l’un est supposé contrôler les gènes de compétence et le second semble posséder des fonctions 
extracytoplasmiques. Ils paraissent donc peu susceptibles d’intervenir dans un mécanisme de 
réponse générale au stress tel qu’il est défini chez E. coli et B. subtilis. 
 
II.2.2.2 Etat de multi-résistance et protéines générales de stress 
 
Chez L. lactis, l’imposition d’un stress modéré permet une survie accrue lors de la 
survenue de ce stress à des niveaux normalement létaux. Cette réponse a été particulièrement 
caractérisée dans le cas des stress acide et thermique (Whitaker et Batt, 1991; Hartke et al., 
1996; Rallu et al., 1996; Kim et al., 1999). Cependant, en plus de cette réponse adaptative, 
des phénomènes de protections croisées sont observés dans ce micro-organisme. Ainsi, 
l’imposition d’une condition de stress permet une résistance à ce stress particulier mais 
également à d’autres stress. Une résistance aux stress thermique, osmotique, oxydatif et 
éthanol a ainsi été observée suite à une adaptation à pH 5 de L. lactis NCDO712 (O'Sullivan 
et Condon, 1997). De même, une exposition aux UV confère la résistance aux stress acide, 
hyperthermique et oxydatif chez L. lactis IL1403 (Hartke et al., 1995). Il semble toutefois que 
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les résistances acquises dépendent du type de stress imposé lors de l’adaptation mais 
également des souches utilisées (van de Guchte et al., 2002). 
Par ailleurs, les carences nutritionnelles confèrent également de nombreuses résistances 
aux stress physico-chimiques. Hartke et al. (1994) ont mis en évidence que L. lactis IL1403 
carencé en glucose est plus résistant aux stress thermique (52 °C), éthanol (20 %), acide (pH 
4) et osmotique (3,5 M NaCl). Des observations similaires ont été faites chez Enterococcus 
faecalis (Giard et al., 1996) et E. coli (Matin, 1991). Cet état de multi-résistance généré par 
les carences nutritionnelles semble généralisable à l’ensemble des réponses observées en 
phase stationnaire, indépendamment de la cause d’arrêt de croissance et de l’espèce 
bactérienne. Les mécanismes de résistance au stress seraient mis en place dès l’entrée de la 
phase stationnaire dans l’éventualité d’un stress ultérieur. En effet, l’installation des réponses 
étant demandeuse d’énergie, leur induction lors d’une carence avancée deviendrait moins 
efficace du fait de l’altération des ressources énergétiques (Nystrom, 1993, 2004). 
Ces phénomènes de protections croisées et de multi-résistances suggèrent l’existence 
éventuelle d’une réponse générale mise en place dans différentes conditions de stress chez L. 
lactis, avec un mécanisme restant à définir. 
 
Les réponses à différents stress, référencées dans le tableau I.2, ont été caractérisées 
d’un point de vue protéique chez L. lactis mais, la majorité des protéines induites ne sont pas 
encore identifiées. L’observation des profils protéiques obtenus lors de différents stress met 
en évidence l’induction de protéines communes (tableau I.2). Ainsi, chez L. lactis IL1403, 33 
protéines sont induites en stress acide dont 9 le sont également en stress thermique, 4 en stress 
UV et 2 en stress oxydatif (Hartke et al., 1996). De même, les protéines induites chez L. lactis 
MG1363 en stress osmotique (2,5 % NaCl) sont toutes des protéines de choc thermique 
(Kilstrup et al., 1997). Toutefois, les protéines induites dans la totalité des conditions de stress 
(carences, stress acide, thermique, osmotique, oxydatif), nommées protéines générales de 
stress (GSP), semblent peu nombreuses chez L. lactis et les bactéries lactiques en général. En 
effet, hormis les chaperonnes DnaK, GroEL et GroES, une seule GSP a été mise en évidence 
chez L. lactis, Gls24 (anciennement YtgH, Giard et al., 2002) et elles sont au nombre de 6 
seulement chez Streptococcus mutans (Svensater et al., 2000). 
Ceci contraste fortement avec ce qui est observé chez les micro-organismes modèles B. 
subtilis et E. coli, qui présentent une réponse générale au stress (GSR) beaucoup plus étendue, 
et laisse donc en suspens notre interrogation sur l’existence d’une réponse générale au stress 
chez L. lactis. 
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Tableau I.2 : Caractérisation de l’induction de protéines en  réponse au stress chez L. lactis. 
Stress Condition Protéines induites Protéines identifiées Référence 
pH 3,9 et 5,5 33 DnaK, GroEL, GroES Hartke et al., 1996  Hartke et al., 1997 
Acide 
pH 4,5 et 5,5 23 DnaK, GroEL, GroES, GrpE ClpE, ClpP, SodA, AhpC, LuxS Frees et al., 2003 
8 °C 12 - Panoff et al., 1994 
Hypothermique 
10 °C 17 - 22 
Hpr, CcpA 
CspA, B, C, D, E, F 
CspG, L9 
OsmC, HslA, PGM, LlrC  
Wouters et al., 1999 
Wouters et al., 2000a 
Wouters et al., 2000b 
Wouters et al., 2001 
42 °C 13 DnaK, GroEL Whitaker et Batt, 1991 
40 °C 16 DnaK, GroEL, GroES Auffray et al., 1992 Hyperthermique 
43 °C 17 DnaK, GroEL, GroES, HrcA Kilstrup et al., 1997 
Osmotique 2,5 % NaCl 12 DnaK, GroEL, GroES Kilstrup et al., 1997 
0 % glucose 21 - Kunji et al., 1993) 
Carence 
0 % glucose 14 - Hartke et al., 1994 
 
II.2.3 Mécanismes de lutte contre le stress 
 
Chez L. lactis, bien que la participation d’un mécanisme de réponse générale au stress 
reste entièrement hypothétique, de nombreuses réponses au stress ont été identifiées, dont 
certaines apparaissent communes à différentes conditions. Ainsi, plutôt que de décrire les 
réponses mises en œuvre pour chaque type de stress que peut rencontrer L. lactis, celles-ci 
seront décrites dans la section suivante selon leur rôle dans la cellule. Les mécanismes de lutte 
contre les effets du stress sur les constituants cellulaires, l’homéostasie du cytoplasme ou 
l’énergétique cellulaire seront ainsi présentés, de même que la réponse stringente induite dans 
diverses conditions de stress dont la carence en acides aminés. 
 
II.2.3.1 Protection et réparation des constituants macromoléculaires 
 
Divers stress, en particulier les stress physico-chimiques, altèrent les protéines et les 
acides nucléiques. Ces composants étant essentiels au fonctionnement de la cellule, une des 
réponses majeures au stress chez tous les micro-organismes est l’induction de protéines 
impliquées dans leur protection ou leur réparation.  
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a.Les chaperonnes 
Le mécanisme le mieux caractérisé est l’induction des chaperonnes DnaK, GroEL et 
GroES. Ces protéines, très conservées parmi les différentes espèces bactériennes, assurent le 
repliement correct des protéines nouvellement synthétisées ou endommagées et préviennent 
l’agrégation des protéines altérées. Les chaperonnes initialement identifiées lors du choc 
thermique sont également impliquées dans la majorité des stress chez la plupart des micro-
organismes. Chez L. lactis, elles sont induites en stress hyperthermique, acide et osmotique 
(Whitaker et Batt, 1991; Kim et Batt, 1993; Arnau et al., 1996; Hartke et al., 1997; Kilstrup et 
al., 1997; Frees et al., 2003). Les chaperonnes DnaJ et GrpE ont à ce jour été identifiées en 
stress hyperthermique et acide uniquement (Duwat et al., 1995; Arnau et al., 1996; Frees et 
al., 2003). En revanche, l’implication des chaperonnes dans les réponses à la carence en 
carbone ou en azote ou lors du stress hypothermique n’a pas été mise en évidence chez L. 
lactis (Kunji et al., 1993; Hartke et al., 1994) ni chez B. subtilis (Eymann et al., 2002; 
Bernhardt et al., 2003). Ceci peut certainement s’expliquer par le fait que ces conditions ne 
causent pas de dommages majeurs aux protéines. 
 
Chez B. subtilis, les gènes codant pour les chaperonnes (opérons dnaK et groE) sont 
régulés par le répresseur HrcA (Schulz et Schumann, 1996). Celui-ci réprime l’expression des 
chaperonnes en se fixant sur les séquences CIRCE (Controlling Inverted Repeat Chaperone 
Expression) présentes en amont des gènes (Zuber et Schumann, 1994; Hecker et al., 1996). 
Ces séquences inversées répétées de 9 bp sont retrouvées chez plus de 27 espèces 
bactériennes (Hecker et al., 1996). L’activité du répresseur HrcA est contrôlée chez B. subtilis 
par les chaperonnes GroES/EL (Mogk et al., 1997; Mogk et al., 1998). En conditions 
normales de croissance, elles assurent un repliement optimal de HrcA ce qui autorise sa 
fixation aux séquences CIRCE. Lors d’un stress, la disponibilité des chaperonnes GroES/EL 
va être réduite, causant une inactivation partielle de HrcA qui affecte sa fixation aux 
séquences CIRCE. Par conséquent, une levée de la répression des gènes codant pour les 
chaperonnes est observée. 
 
Chez L. lactis, 3 unités de transcription codant pour les chaperonnes ont été identifiées, 
révélant une organisation génétique particulière : l’opéron hrcA-grpE-dnaK (Eaton et al., 
1993), l’opéron groESL (Kim et Batt, 1993) et dnaJ (van Asseldonk et al., 1993). Leur 
régulation n’a pas été formellement mise en évidence, cependant elle semble impliquer HrcA, 
comme chez B. subtilis. En effet, le gène codant pour ce régulateur a été identifié (Kilstrup et 
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al., 1997) et les 3 opérons codant pour les chaperonnes présentent une séquence CIRCE en 
amont de leurs séquences codantes (Guedon et al., 2002). Il est important de souligner 
qu’aucune autre séquence CIRCE n’est présente sur le génome, indiquant que le régulon 
HrcA doit être limité à ces 3 unités chez L. lactis. A l’inverse de ce qui est observé chez B. 
subtilis, DnaK est impliquée dans la maturation de HrcA (Koch et al., 1998) alors que 
GroES/EL ne semblent pas intervenir dans le contrôle de ce répresseur. 
 
b.Les protéases 
Différentes protéases sont impliquées dans les réponses au stress. Leur activité 
protéolytique a un rôle prépondérant pour dégrader les protéines altérées, limitant ainsi 
l’accumulation de protéines anormales dans la cellule, ou pour assurer des phénomènes de 
régulation spécifiques. 3 types de protéases participent aux mécanismes majeurs de réponse 
au stress : les protéases Clp, HtrA et HflB. 
 
Les protéases Clp sont les plus répandues et les mieux caractérisées. 4 gènes ont été mis 
en évidence chez L. lactis : clpP qui code pour une sérine protéase (Frees et Ingmer, 1999) et 
3 gènes codant pour des ATPases Clp-dépendantes clpB, clpC et clpE. Ces ATPases seules 
ont un rôle de chaperonnes. Leur association à ClpP confère une activité protéolytique à cette 
protéase et définit sa spécificité de substrat (Ingmer et al., 1999). Le complexe Clp dégrade 
les protéines dénaturées qui ne peuvent pas être repliées par les chaperonnes, ce qui permet 
d’éviter l’accumulation de protéines anormales (Frees et Ingmer, 1999). ClpP est notamment 
induite à bas pH et en stress thermique ou osmotique. Des niveaux d’induction de l’ordre de 2 
ont été observés au niveau protéique à 43 °C ou en présence de 2,5 % de NaCl (Kilstrup et al., 
1997) alors que des facteurs d’induction de 10 et 3 ont été mis en évidence au niveau de 
l’ARN messager, respectivement à 43 °C et à pH 5,1 (Frees et Ingmer, 1999). L’induction de 
ClpE a été mise en évidence à pH 4,5 et 5,5 (Frees et al., 2003). De même, les gènes clpB, 
clpC et clpE sont induits en choc thermique (43 °C) respectivement d’un facteur 12, 3 et 10 
(Ingmer et al., 1999). L’expression des gènes clp est régulée par le répresseur CtsR, très 
conservé au sein des bactéries à Gram+, en réponse à l’accumulation de protéines altérées 
(Frees et Ingmer, 1999). Celui-ci a été caractérisé chez B. subtilis (Derre et al., 1999) et chez 
L. lactis (Varmanen et al., 2000). Une délétion de ctsR conduit à une expression constitutive 
des gènes clpP, clpB, clpC et clpE chez L. lactis. Cependant, les 3 derniers gènes peuvent 
toujours être induits en stress thermique dans le mutant de délétion, indiquant qu’un contrôle 
additionnel existe chez L. lactis. Celui-ci pourrait être lié à TrmA (Frees et al., 2001). Enfin, 
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clpX a été identifié chez L. lactis, ce gène codant pour une ATPase n’est pas sous le contrôle 
de CtsR. Cette ATPase est cependant induite lors des stress hypo et hyperthermiques (Skinner 
et Trempy, 2001). 
 
D’autres protéases ont été mises en évidence en condition de stress. La protéine HtrA, 
qui est une protéase de surface, a une fonction de chaperonne à basse température alors qu’à 
haute température elle dégrade les protéines mal repliées. La majorité des homologues 
identifiés au sein des bactéries sont impliqués dans la résistance aux stress thermique et 
oxydatif (Foucaud-Scheunemann et Poquet, 2003). Chez L. lactis, HtrA est l’unique protéase 
de surface (Poquet et al., 2000). Elle est impliquée dans les stress hyperthermique, osmotique, 
en présence d’éthanol ou de puromycine (qui conduit à la formation de protéines mal repliées) 
puisque htrA est surexprimé d’un facteur 2 à 4 dans ces conditions (Foucaud-Scheunemann et 
Poquet, 2003). 
 
Enfin, la protéase HflB, également nommée FtsH, intervient dans la réponse à différents 
stress. Chez E. coli, FtsH participe à la régulation de la réponse au stress thermique en 
dégradant le facteur alternatif σ32 spécifique des gènes "heat shock" (Yura et al., 1993). Chez 
L. lactis, l’expression de hflB est induite au niveau transcriptionnel et protéique lors du stress 
hyperthermique (Duwat et al., 1995; Arnau et al., 1996). Cette protéase est également 
nécessaire pour la mise en place des réponses aux stress osmotique et hypothermique (Nilsson 
et al., 1994). Son rôle exact dans les réponses au stress reste encore à définir, cependant 
Duwat et al. (1995) ont suggéré que HflB pourrait être impliquée dans la régulation des 
opérons codant pour les chaperonnes. 
 
c.Réparation de l’ADN 
Diverses conditions de stress conduisent à une altération de l’ADN qui est fortement 
dommageable pour le développement de la cellule. RecA est la principale protéine impliquée 
dans la réparation de l’ADN par ses propriétés recombinantes et sa capacité à induire la 
réponse SOS. Chez L. lactis, recA est impliqué dans les réponses aux agents endommageant 
l’ADN et aux stress oxydatif et hyperthermique (Duwat et al., 1995). Le rôle de RecA dans 
ces réponses peut être direct via l’induction des mécanismes de réparation de l’ADN ou 
indirect. En effet, il semble que RecA soit impliquée dans le contrôle de la réponse au stress 
thermique en réprimant la protéase HflB qui serait un répresseur des chaperonnes (Duwat et 
al., 1995).  
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d.Les "Cold Shock Proteins" 
Les "Cold Shock Proteins" (CSP) constituent une famille de petites protéines (< 7 kDa) 
très conservées. Les CSP sont, pour la plupart, inductibles au froid et semblent avoir 2 
fonctions principales dans les réponses au stress. La première est d’agir comme chaperonne à 
ARN. Les CSP peuvent se fixer à l’ARN simple brin (Jones et Inouye, 1994), ce qui permet 
de prévenir la formation de structures secondaires et ainsi facilite la traduction. Cette fonction 
de chaperonne à ARN a notamment été mise en évidence chez B. subtilis (Graumann et 
Marahiel, 1998) et E. coli (Jiang et al., 1997). Par ailleurs, les CSP possèdent un rôle de 
régulateur de transcription. Elles contrôlent notamment l’induction de protéines nécessaires à 
la réponse au choc froid (Thieringer et al., 1998). Chez E. coli, elles provoquent l’induction 
de RecA, NusA, GyrA et H-NS (Thieringer et al., 1998). 
Chez L. lactis, 5 gènes (cspA, B, C, D et E) codant pour des CSP ont été mis en 
évidence dans la souche MG1363 (Chapot-Chartier et al., 1997; Wouters et al., 1998) alors 
que 2 seulement sont présents dans la souche IL1403 (cspD et E, Bolotin et al., 2001). Lors 
d’un choc à 10 °C, l’expression des gènes cspA, B, C et D augmente d’un facteur 10, 40, 10 et 
30 respectivement alors que le gène cspE est constitutif (Wouters et al., 1998). En revanche, 
ces gènes ne sont pas induits après 10 min d’exposition aux stress thermique (42°C), 
osmotique (0,5 M NaCl), acide (pH 4,0) ou en phase stationnaire (Wouters et al., 1998). Les 
fortes similarités de séquences des gènes csp d’E. coli, B. subtilis et L. lactis suggèrent que les 
CSP de L. lactis possédent également une activité de chaperonne à ARN. Le rôle de 
régulateur de transcription des CSP a été confirmé chez L. lactis (Wouters et al., 2000b; 
Wouters et al., 2001) et semble s’exercer en particulier sur les gènes hslA (protéine histone-
like) et llrC (protéine de transduction de signal). 
 
II.2.3.2 Homéostasie et détoxification du cytoplasme 
 
Diverses conditions de stress altèrent la composition du cytoplasme (acidification, 
composition ionique, accumulation de produits toxiques, etc). Comme ces modifications 
affectent le métabolisme, la cellule met en place un certain nombre de réponses visant soit à 
rétablir l’homéostasie du cytoplasme soit à se protéger des effets du stress. Ces mécanismes 
passent généralement par l’induction de systèmes de transport spécifiques ou par l’induction 
de systèmes de détoxification. 
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a.L’ATPase 
L’ATPase assure l’expulsion des protons (H+) du cytoplasme en consommant un ATP. 
Elle est composée de 2 parties. F0, insérée dans la membrane, forme un tunnel à protons alors 
que la partie cytoplasmique F1 est responsable de l’hydrolyse de l’ATP. Chez L. lactis, ce 
complexe codé par l’opéron atpEBFHAGDC est indispensable à la croissance pour générer un 
gradient transmembranaire de protons servant ensuite au transport des solutés (Koebmann et 
al., 2000). L’ATPase est impliquée dans la réponse au stress acide durant lequel elle assure 
l’expulsion des protons pour limiter l’acidification du cytoplasme et ainsi maintenir un pH 
intracellulaire compatible avec les différents processus cellulaires. Le pH optimal de 
l’ATPase étant proche de la neutralité (O'Sullivan et Condon, 1999), l’activité de l’ATPase 
n’est pas maximale à bas pH. Cependant, lors d’un stress acide la quantité d’ATPase est 
augmentée (Kobayashi et al., 1986; Champomier-Verges et al., 2002) permettant ainsi une 
capacité d’expulsion des protons accrue. 
 
b.Catabolisme des acides aminés et voies fermentaires alternatives 
Les acides aminés peuvent être catabolisés via 2 types de réactions : la désamination et 
la décarboxylation. La désamination conduit à la formation de NH3 ce qui permet de 
neutraliser le cytoplasme lors d’un stress acide. De façon similaire, la réaction de 
décarboxylation consomme un proton limitant ainsi le phénomène d’acidification. Ces 2 
mécanismes ont notamment été caractérisés chez L. lactis pour l’arginine et le glutamate 
respectivement.  
De même, lors des fermentations citrolactique et malolactique, la décarboxylation de 
l’oxaloacétate, issu du citrate, et du malate utilise un proton. Cette consommation permet de 
limiter les effets délétères du stress acide. 
Ces différents mécanismes étant également générateurs d’énergie via leur couplage à 
des systèmes antiport, ils seront abordés de façon plus détaillée dans une prochaine section 
traitant des réponses énergétiques (§ II.2.3.3). 
 
c.Accumulation de solutés compatibles 
En réponse à un stress osmotique, une perte d’eau est constatée dans la cellule pour 
maintenir une pression de turgescence constante. Ceci conduit à une modification du volume 
cellulaire et des concentrations des solutés. Pour remédier à ces effets, la cellule accumule des 
solutés compatibles, physiologiquement inactifs, qui permettent de rétablir la balance 
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osmotique. Chez les bactéries lactiques, les principaux solutés compatibles sont la glycine-
bétaïne, la carnitine et la proline (van Der Heide et Poolman, 2000). En plus de leur effet sur 
l’osmolarité, les solutés compatibles auraient un effet stabilisateur sur les enzymes, autorisant 
ainsi une protection en stress osmotique mais également en stress hyper et hypothermiques 
(Poolman et Glaasker, 1998). Les capacités de synthèse de ces composés étant limitées chez 
L. lactis, ils sont accumulés dans la cellule via des systèmes de transport.  
Chez L. lactis, le transporteur de la glycine-bétaïne, codé par l’opéron busA (ou opuA), 
est bien caractérisé (Molenaar et al., 1993; Obis et al., 1999; Bouvier et al., 2000). Il est 
régulé en réponse à l’osmolarité au niveau de son expression et de son activité (van Der Heide 
et Poolman, 2000). Ainsi, la vitesse de transport de la glycine-bétaïne est multipliée par 5 
chez L. lactis MG1363 et IL1403 en présence de 500 mM de KCl. L’accumulation de solutés 
compatibles semble également impliquée dans la réponse au stress thermique puisqu’une 
augmentation d’un facteur 5 de l’activité de ce transporteur a été mise en évidence à 40 °C 
chez L. lactis NCDO763 (Guillot et al., 2000).  
 
d.Transporteurs d’ions 
Les concentrations en ions dans la cellule constituent un facteur important dans le 
maintien de son développement, notamment car les ions assurent une activité optimale des 
enzymes. Malgré cela, peu de mécanismes contrôlant les pools intracellulaires d’ions en 
réponse au stress ont été décrits. Cependant, les ions Zn(II) semblent posséder un effet 
protecteur lors du stress oxydatif chez L. lactis MG1363 (Scott et al., 2000). Ces ions 
préviendraient l’oxydation des protéines par les groupements thiols. L’accumulation de Zn(II) 
lors d’un stress oxydatif semble assurée par l’induction de transporteurs de Zn de haute et 
basse affinités, régulés respectivement par  FlpA et FlpB (Scott et al., 2000). 
 
e.Transporteurs "Multidrug Resistance" 
Les transporteurs "Multidrug Resistance" (MDR) sont responsables de la résistance à de 
nombreux composés comme les sels biliaires, les solvants, les détergents et divers composés 
hydrophobes, en assurant leur expulsion de la cellule. Chez L. lactis, 3 transporteurs de 
composés cationiques ont été identifiés : LmrP (Bolhuis et al., 1996), LmrA (van Veen et al., 
1999) et LmrB (Konings, 2002) ainsi que 2 transporteurs de composés anioniques. Les 
transporteurs Lmr sont indispensables à la croissance de L. lactis en conditions normales et 
sont induits en présence de composés cytotoxiques (Bolhuis et al., 1994). Leur rôle dans les 
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réponses aux stress rencontrés par L. lactis n’est pas caractérisé. Cependant, les MDRs sont 
impliqués dans la réponse générale au stress chez B. subtilis (Price et al., 2001) suggérant un 
rôle essentiel de ces transporteurs dans les réponses au stress. 
 
f.Superoxyde dismutase et glutathione 
La superoxyde dismutase SodA assure l’élimination du radical superoxyde O2- par une 
réaction qui conduit à la formation de peroxyde d’hydrogène H2O2. La conversion d’O2- en 
H2O2 permet de limiter les réactions d’oxydation pouvant affecter les constituants 
macromoléculaires de la cellule, l’H2O2 étant un composé moins toxique. En absence de 
catalase chez L. lactis, l’élimination de H2O2 est entièrement dépendante de la NADH 
peroxydase qui possède une activité faible dans ce micro-organisme (Miyoshi et al., 2003). 
SodA est impliquée dans la réponse au stress oxydatif puisque des facteurs d’induction de 2 
ont été observés aux niveaux transcriptionnel et protéique en condition aérobie (Hansson et 
Haggstrom, 1984; Sanders et al., 1995). SodA participe également à la réponse au stress acide 
puisque son expression est induite à des pH de 4,5 à 5,5 (Sanders et al., 1995; Frees et al., 
2003). 
Un mécanisme alternatif à l’activité superoxyde dismutase est l’accumulation de 
glutathione. En effet, ce composé peut également assurer la détoxification des radicaux libres 
(Meister, 1988) car la glutathione activerait la glutathione réductase GshR, responsable de la 
réduction de H2O2 (Li et al., 2003). Ainsi, L. lactis cultivé en présence de glutathione est 5 
fois plus résistant à un traitement H2O2 (Li et al., 2003). L’activité glutathione réductase est 
également impliquée en stress acide puisque l’expression de gshR est induite d’un facteur 4,8 
à pH 5,5 (Xie et al., 2004). 
 
II.2.3.3 Lutte contre la déficience énergétique 
 
En plus d’une perturbation de la composition du cytoplasme et de l’accumulation de 
produits toxiques, les différents stress peuvent mener, de façon directe ou indirecte, à une 
déficience énergétique. Pour pallier ce phénomène, la cellule met en place certaines voies 
métaboliques spécifiques qui lui permettent d’obtenir l’énergie nécessaire à son 
développement ou sa survie. 
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a.Catabolisme des acides aminés 
2 types de réaction sont impliqués en condition de stress : la désamination et la 
décarboxylation des acides aminés. Ces réactions couplées à des systèmes de transport de type 
antiport substrat/produit, donc ne nécessitant pas d’énergie, limitent l’acidification du 
cytoplasme et permettent la production d’énergie sous forme d’ATP. 
 
Chez L. lactis, la désamination de l’arginine est assurée par la voie arginine déiminase 
(ADI) couplée à un antiport arginine/ornithine (Poolman et al., 1987b). Celle-ci est constituée 
de 3 enzymes : l’arginine déiminase (ADI), l’ornithine carbamoyltransférase (OTC) et la 
carbamate kinase (CK). Cette voie assure la conversion d’arginine en ornithine qui 
s’accompagne de la production de 2 molécules de NH3 et 1 molécule d’ATP (figure I.1). La 
synthèse d’ATP fournit une source d’énergie cruciale dans la lutte contre le stress car elle peut 
être utilisée pour une détoxification accrue du cytoplasme (via son utilisation par l’ATPase 
pour exclure des protons par exemple) ou pour la mise en place de divers mécanismes de lutte 
contre le stress.  
La voie ADI semble être une caractéristique phénotypique de la sous-espèce lactis 
puisqu’elle n’est que rarement observée dans la sous-espèce cremoris (Crow et Thomas, 
1982; Sanders et al., 1999). Elle est activée par l’arginine et réprimée par le glucose (Crow et 
Thomas, 1982). 2 régulateurs, ArgR et AhrC, récemment identifiés, sont impliqués dans la 
régulation concertée de la biosynthèse et du catabolisme de l’arginine (Larsen et al., 2004; 
Larsen et al., 2005). Des conditions favorisant l’utilisation d’ATP semblent également activer 
la voie ADI (Poolman et al., 1987b). Enfin, 2 systèmes à 2 composants ont été proposés 
comme régulateurs de la voie ADI : Kin/LlrA (O'Connell-Motherway et al., 2000) et LlrH 
(Guedon et al., 2002).  
La voie ADI est active en condition de stress acide, ses enzymes ayant un pH optimal 
entre 2 et 3, et protège les cellules contre les effets délétères de l’acidité (Casiano-Colon et 
Marquis, 1988; Even et al., 2002). Cette voie semble également impliquée lors de la carence 
en carbone puisque l’ajout d’arginine lors de la carence en lactose permet une survie accrue 
des cellules (Stuart et al., 1999). De plus, l’induction de la CK a été observée lors de la 
carence en glucose chez E. faecalis (Giard et al., 1997). Cependant, l’intervention de la voie 
ADI lors de la carence en carbone est controversée puisque Kunji et al. (1993) ont constaté 
une diminution de l’activité de cette voie lors de la carence en galactose chez L. lactis ML3. 
Toutefois, la voie ADI possède une activité optimale en présence de galactose (Crow et 
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Thomas, 1982) ce qui peut expliquer l’absence d’une induction additionnelle lorsqu’il est 
épuisé.  
 
ArginineArginine
OrnithineOrnithine
Antiport
Citrulline
H2O NH3
ADI
Pi
Carbamoyl
phosphate
CO2
NH3
OTC
CK
ADP ATP
INTERIEUREXTERIEUR
Figure I.1 : Voie de l’arginine déiminase chez L. lactis. ADI : arginine déiminase, OTC : 
ornithine carbamoyltransférase, CK : carbamate kinase. 
 
Par ailleurs, le couplage de la décarboxylation des acides aminés avec un système 
d’antiport acide aminé/amine permet de générer un gradient électrochimique et un gradient de 
protons qui peuvent être utilisés par l’ATPase pour générer de l’ATP (Sanders et al., 1999). 
Chez L. lactis, un tel système a été mis en évidence pour le glutamate. L’opéron gadBC code 
pour une glutamate décarboxylase et un antiport glutamate/γ-aminobutyrate, sous le contrôle 
de l’activateur GadR (Sanders et al., 1998; Small et Waterman, 1998). Cette voie est induite 
en présence de glutamate et NaCl simultanément (Sanders et al., 1998), à bas pH et en entrée 
de phase stationnaire (Christensen et al., 1999). La sensibilité à l’acide accrue d’un facteur 
1000 dans un mutant gad souligne le rôle crucial de ce mécanisme dans la résistance au stress 
acide (Sanders et al., 1998).  
 
b.Voies fermentaires alternatives 
2 voies fermentaires spécifiques permettent, via des réactions de décarboxylation 
couplées à des systèmes antiport substrat/lactate, d’alcaliniser le cytoplasme (consommation 
d’un proton) et de générer de l’énergie (force protomotrice) : les fermentations citrolactique et 
malolactique. 
Le co-métabolisme du citrate et du glucose permet la génération d’énergie et la 
détoxification du cytoplasme en consommant un proton (figure I.2). Le citrate est transporté 
avec le lactate par un système d’antiport CitP. Le citrate est ensuite converti en oxaloacétate 
par la citrate lyase, elle-même activée par la citrate lyase ligase CitC. Par la suite, la 
décarboxylation de l’oxaloacétate permet de générer une force protomotrice pouvant être 
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utilisée pour former de l’ATP (Bandell et al., 1998; Garcia-Quintans et al., 1998). Cette voie 
semble induite à bas pH (Magni et al., 1999). Les gènes citE et F, codant pour la citrate lyase, 
sont induits en stress acide chez L. lactis IL1403 (Xie et al., 2004). Cette souche est curée de 
plasmides, or le gène citP étant plasmidique, il a été suggéré qu’un système de transport 
additionnel existe chez L. lactis IL1403 pour compenser l’absence de CitP (Xie et al., 2004). 
 
igure I.2 : Co-métabolisme du citrate et du glucose chez L. lactis. OAA DC : oxaloacétate 
Lors de la fermentation malolactique, l’enzyme malolactique assure la décarboxylation 
du m
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alate en lactate en consommant un proton. Chez L. lactis, le lactate est ensuite expulsé 
via un antiport malate/lactate (Poolman et al., 1991). Comme précédemment, le couplage de 
la réaction de décarboxylation avec un système de transport assure la génération d’une force 
protomotrice, utilisable par l’ATPase pour générer de l’énergie (Poolman et al., 1991; 
Loubiere et al., 1992; Konings et al., 1997). 
 
 
 alternatives a été observée au niveau 
transc
L’induction d’utilisation de sources de carbone
riptionnel et protéique chez B. subtilis en réponse à la carence en carbone. Il semble 
ainsi que l’acétoïne, le ribose ou des glycosides pourraient être utilisés lors de la carence en 
glucose (Bernhardt et al., 2003) de même que l’acétate (Koburger et al., 2005). L’utilisation 
de telles sources de carbone permettrait de générer l’énergie nécessaire au fonctionnement de 
la cellule. La carence en carbone ayant été peu caractérisée chez L. lactis, l’existence de telles 
voies alternatives n’a pas été mise en évidence à ce jour dans ce micro-organisme. 
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II.2.3.4 Réponse stringente 
 
La réponse stringente a été initialement caractérisée lors de la carence en acides aminés 
comm
e du gène 
relA, 
Afin de mieux comprendre la réponse stringente, dont le rôle pléiotropique semble 
primo
e étant le mécanisme responsable du contrôle négatif de la transcription des ARN 
stables (Cashel et Rudd, 1987). Cependant, des études ultérieures ont mis en évidence le rôle 
pléiotropique de cette réponse. La fonction principale de ce mécanisme semble être d’ajuster 
l’activité des processus physiologiques majeurs (transcription, traduction, réplication, etc) à la 
croissance ralentie en condition de stress. Les composés guanosine 3’,5’-diphosphate (ppGpp) 
et guanosine 3’-diphosphate,5’-triphosphate (pppGpp), abrégés collectivement par (p)ppGpp, 
constituent le signal déclencheur de la réponse stringente. L’accumulation de (p)ppGpp a été 
observée chez de nombreuses espèces, dont E. coli, B. subtilis, S. equismilis, 
Corynebacterium glutamicum et Streptococcus rattus, en réponse à la carence en acides 
aminés (Cashel et Rudd, 1987; Mechold et Malke, 1997; Wehmeier et al., 2001; Eymann et 
al., 2002). Cependant, la réponse stringente semble plus largement impliquée dans les 
réponses au stress que ce qui a été initialement pensé. En effet, sa participation dans la 
réponse à la carence en carbone ou au stress oxydatif a été mise en évidence chez B. subtilis 
(Wendrich et Marahiel, 1997; Eymann et al., 2002; Bernhardt et al., 2003), E. coli (Chang et 
al., 2002), Staphylococcus aureus (Crosse et al., 2000), et Vibrio (Ostling et al., 1996). Ainsi, 
il a été récemment suggéré que la réponse stringente serait impliquée dans toute condition 
provoquant un arrêt transitoire ou permanent de la croissance (Chang et al., 2002). 
Chez L. lactis, cette réponse n’a jamais été étudiée. Cependant, la présenc
nécessaire à la formation de (p)ppGpp, et la mise en évidence de (p)ppGpp 
intracellulaire dans la souche MG1363 (Rallu et al., 1996; Rallu et al., 2000) suggèrent que 
cette réponse est fonctionnelle dans ce micro-organisme. De plus, la résistance à l’acide 
observée pour un mutant relA surproducteur de (p)ppGpp a permis de suggérer une 
implication de la réponse stringente lors du stress acide (Rallu et al., 2000). 
 
rdial lors de l’adaptation à l’environnement, les voies de biosynthèse du (p)ppGpp 
seront présentées dans un premier temps puis, les effets de la réponse stringente ainsi que les 
mécanismes de régulation qu’elle met en œuvre seront décrits. 
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a.Voies de biosynthèse du (p)ppGpp 
rtir du GDP et du GTP par une activité 3’-
pyrop
pp synthétase I (RelA) 
possè
 synthèse et la dégradation du 
(p)pp
Le (p)ppGpp peut être formé à pa
hosphohydrolase utilisant l’ATP comme donneur de phosphate.  
Chez E. coli, cette activité est assurée par 2 enzymes. La (p)ppG
de uniquement une activité de synthèse et conduit à la formation de ppGpp ou pppGpp 
en utilisant indifféremment le GDP ou le GTP (Cashel et Rudd, 1987; Mechold et Malke, 
1997). La (p)ppGpp synthétase II (SpoT) possède une activité de synthèse et une activité de 
dégradation qui est majoritaire (Heinemeyer et Richter, 1978; Hernandez et Bremer, 1991). 
La régulation concertée de ces 2 enzymes permet de contrôler le pool de (p)ppGpp en réponse 
à l’environnement. Les mécanismes contrôlant SpoT sont encore mal compris, en revanche 
RelA est beaucoup mieux caractérisée. Le signal déclencheur de la synthèse de (p)ppGpp est 
l’accumulation dans la cellule d’ARN de transfert non chargés. Lorsque ces derniers viennent 
se positionner dans le site A du ribosome, ils déclenchent l’activation de RelA fixée à la sous-
unité 70S du ribosome (Wendrich et Marahiel, 1997). Cependant, alors qu’en carence en 
acides aminés, l’accumulation de (p)ppGpp semble assurée par RelA, lors de la carence en 
carbone, SpoT contrôlerait ce pool en voyant son activité de synthèse augmenter et/ou son 
activité de dégradation diminuer (Murray et Bremer, 1996).  
Chez B. subtilis, une seule enzyme, RelA, assure la
Gpp (Wendrich et Marahiel, 1997). Ceci est également le cas de la protéine RelSeq chez 
S. equismilis (Mechold et al., 1996; Mechold et al., 2002). La présence d’une seule enzyme 
bifonctionnelle semble être un trait caractéristique des bactéries à Gram+ (Mittenhuber, 2001). 
L. lactis paraît se conformer à cette règle puisqu’un unique gène, relA, codant pour une 
(p)ppGpp synthétase a été identifié sur le génome (Bolotin et al., 2001). La caractérisation de 
RelSeq a permis de comprendre partiellement comment s’opère le contrôle de cette double 
activité (Mechold et al., 2002). Alors que les 2 activités catalytiques sont portées sur des 
fragments chevauchants de l’extrémité N-terminale, l’extrémité C-terminale assure leurs 
régulations réciproques. Ainsi, en conditions optimales de croissance, l’activité principale de 
l’enzyme est la dégradation alors que, lors d’une carence, on assiste à une inhibition forte de 
la dégradation qui, associée à une activation de la synthèse, conduit à une accumulation de 
(p)ppGpp (Mechold et al., 2002). 
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b.Caractérisation de la réponse stringente 
Le phénomène de réponse stringente n’ayant pas été caractérisé chez L. lactis, les 
réponses décrites ici sont celles mises en évidence chez E. coli et B. subtilis. Ce mécanisme a 
été principalement défini lors de l’étude des carences en acides aminés (Cashel et Rudd, 1987; 
Mader et al., 2002) ou en divers composés (carbone, phosphate, Gentry et al., 1993; Ostling 
et al., 1996), du stress oxydatif (Chang et al., 2002) ou suite à l’ajout d’un composé inducteur, 
la norvaline (Eymann et al., 2002), par des approches biochimiques, transcriptomiques ou 
protéomiques menées, sur des souches sauvages ou des mutants déficients en (p)ppGpp. 
 
En premier lieu, la réponse stringente assure le contrôle négatif de la transcription des 
ARN ribosomaux et des ARN de transfert (Paul et al., 2004) car les opérons rrn possèdent des 
promoteurs sensibles au (p)ppGpp (Cashel et Rudd, 1987). Parallèlement, l’expression des 
protéines ribosomales est massivement affectée, de même que la formation des facteurs 
d’initiation et d’élongation de la traduction (Chang et al., 2002; Eymann et al., 2002). Chez E. 
coli, ceci peut conduire à une inhibition de la vitesse de traduction de l’ordre de 90 % (Svitil 
et al., 1993). La transcription semble également affectée puisqu’une sous-expression des 
gènes codants pour l’ARN polymérase et des facteurs de terminaison de la transcription a été 
mise en évidence chez B. subtilis (rpoA, B, nusA et B, Eymann et al., 2002) et E. coli (rpoB et 
C, Chang et al., 2002). La vitesse de transcription est ainsi réduite d’un facteur 2 lors de la 
carence en isoleucine chez E. coli (Vogel et al., 1992). La réplication serait également 
contrôlée négativement par la réponse stringente (Chatterji et Ojha, 2001; Eymann et al., 
2002). En association avec ce contrôle négatif de la transcription et la réplication, le 
métabolisme des purines et pyrimidines est réprimé comme le confirme la sous-expression de 
29 gènes chez E. coli (Chang et al., 2002) et 3 gènes chez B. subtilis (Eymann et al., 2002). 
De plus, certaines voies impliquées dans le métabolisme énergétique, comme l’ATPase et les 
NADH déshydrogénases, seraient contrôlées négativement (Chang et al., 2002; Eymann et 
al., 2002; Bernhardt et al., 2003). Enfin, la formation de la membrane ainsi que le 
métabolisme des lipides et des acides gras sont affectés lors de la réponse stringente 
(Neidhardt et al., 1994b). 
Parallèlement à ce contrôle négatif des principaux processus physiologiques liés à la 
croissance, la réponse stringente assure un contrôle positif. Ce contrôle s’exerce en premier 
lieu sur les opérons de biosynthèse des acides aminés, cependant il ne semble pas généralisé à 
l’ensemble des acides aminés. Une induction des opérons histidine et arginine a été observée 
chez E. coli alors que chez B. subtilis, les voies de biosynthèse de l’arginine, l’histidine, la 
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cystéine et les acides aminés branchés sont contrôlées positivement lors de la réponse 
stringente (Eymann et al., 2002; Mader et al., 2002; Bernhardt et al., 2003). Ces observations 
suggèrent que le contrôle des gènes de biosynthèse des acides aminés serait dépendant de 
l’espèce, cependant ce point n’a jamais été exploré. Par ailleurs, la réponse stringente 
provoque l’induction de protéines générales de stress chez B. subtilis (GspA, YvyD, YtxH, 
Eymann et al., 2002) et chez E. coli (uspA, Chang et al., 2002). Enfin, de façon remarquable, 
le (p)ppGpp permet l’expression de gènes sous le contrôle de facteurs σ alternatifs. Ainsi, les 
gènes nécessaires à la sporulation, dépendants du facteur σH, sont exprimés lors de la réponse 
stringente chez B. subtilis (Eymann et al., 2002; Bernhardt et al., 2003). De même, chez E. 
coli, l’expression de nombreux gènes sous contrôle du facteur σS impliqué dans la réponse en 
phase stationnaire et le facteur σS lui-même, est induite en présence de (p)ppGpp (Gentry et 
al., 1993). L’induction des régulons de facteurs σ alternatifs lors de la réponse stringente 
souligne le rôle primordial de cette réponse lors du stress. En effet, elle assure une cascade de 
régulation permettant de développer différents mécanismes d’adaptation. 
 
Le (p)ppGpp est le principal régulateur de ces réponses. Cependant, des études menées 
chez B. subtilis (Eymann et al., 2002) ou Streptococcus pyogenes (Steiner et Malke, 2000) 
comparant les réponses mises en place suite à l’induction de la réponse stringente dans des 
souches sauvages et dans des mutants relA affectés dans la synthèse de (p)ppGpp, ont révélé 
l’existence de contrôles indépendants du pool de (p)ppGpp. Cela est notamment le cas du 
contrôle négatif des gènes de biosynthèse des purines et pyrimidines chez B. subtilis (Eymann 
et al., 2002). 
 
c.Mécanismes de régulation par le (p)ppGpp 
Alors que l’activation de la synthèse du (p)ppGpp par la présence d’ARNt non chargés 
est bien caractérisée chez E. coli et supposée chez B. subtilis, les mécanismes de régulation 
assurés par le (p)ppGpp sont encore peu compris. Les modèles actuellement proposés se 
réfèrent tous à E. coli. Le (p)ppGpp semble agir essentiellement comme un régulateur de la 
transcription. Alors que les régulateurs transcriptionnels exercent généralement leur contrôle 
en se fixant à des séquences opératrices sur l’ADN, le (p)ppGpp interagit avec les sous-unités 
β et β’ de l’ARN polymérase pour moduler son activité et sa spécificité (Chatterji et al., 
1998). Différents mécanismes ont été proposés pour expliquer le contrôle négatif assuré par le 
(p)ppGpp. Le premier suppose que le (p)ppGpp déstabilise les complexes ouverts au niveau 
de promoteurs tels que les promoteurs P1 des opérons ribosomaux affectant ainsi l’initiation 
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de leur transcription (Barker et al., 2001). Il a également été suggéré que le (p)ppGpp 
affecterait la transcription des opérons ribosomaux en réduisant la vitesse de formation des 
complexes ouverts, ou en causant des pauses lors de l’élongation de la transcription (Krohn et 
Wagner, 1996; Wagner, 2002). D’autres mécanismes ont été proposés (Magnusson et al., 
2005), ceux-ci n’étant pas mutuellement exclusifs, il est probable qu’ils agissent 
simultanément pour exercer la régulation négative. La régulation positive assurée par le 
(p)ppGpp semble être le fruit de 2 principaux mécanismes : le contrôle de la disponibilité de 
l’ARN polymérase libre pour des promoteurs faibles et la compétition entre les facteurs σ. Un 
premier modèle propose que la libération de l’ARN polymérase des promoteurs stringents 
(promoteurs rrn par exemple) augmenterait la quantité d’ARN polymérase libre, ce qui 
permettrait son recrutement par des promoteurs faibles (comme les promoteurs d’opérons de 
biosynthèse des acides aminés). Les gènes dépendant de ces promoteurs pourraient ainsi être 
exprimés en conditions de carence ou de stress (Barker et al., 2001). Un second modèle est 
basé sur le constat que le (p)ppGpp favorise la fixation des facteurs σ alternatifs au cœur de 
l’ARN polymérase (Jishage et al., 2002). Cette compétition entre les facteurs σ réduit la 
disponibilité en ARN polymérase associée au facteur σ végétatif (Eσ70). Ceci affecterait 
négativement les gènes dont les promoteurs nécessitent une quantité importante de Eσ70 
(opérons rrn) et parallèlement permettrait l’expression de gènes sous contrôle de facteurs σ 
alternatifs (Magnusson et al., 2005). 
 
III. Stabilité des ARN messagers 
 
Comme évoqué dans la partie précédente, les différentes réponses au stress passent par 
l’induction de gènes et la synthèse de protéines particuliers permettant l’adaptation aux 
conditions environnementales. Ainsi, les réponses au stress mettent en jeu différents 
mécanismes de régulation qui vont s’exercer au niveau des ARN messagers et des protéines 
(figure I.3). Au niveau protéique, le contrôle peut être exercé sur la traduction (modulation de 
son efficacité) ou sur les activités enzymatiques (régulations allostériques). La concentration 
des ARN messagers dans la cellule est, elle, dépendante de 3 phénomènes : la transcription, la 
dégradation et la dilution liée à la croissance (figure I.3). Le phénomène de dilution de l’ordre 
de l’heure est généralement négligeable devant la vitesse de dégradation qui présente des 
cinétiques de l’ordre de la minute. Le pool de messagers dans la cellule est donc 
essentiellement dépendant des vitesses de transcription et de dégradation. Ainsi, suite à 
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l’apparition d’un stress, l’expression des gènes peut être régulée par des modulations de la 
transcription ou de la stabilité. 
 
La transcription peut être régulée au niveau de l’initiation, l’élongation ou la 
terminaison. Par exemple, l’intervention de facteurs σ alternatifs, de systèmes à 2 composants 
ou de régulateurs spécifiques favorise la transcription des gènes nécessaires en condition de 
stress (Neidhardt et al., 1994b, c). De même, le phénomène d’antiterminaison permet la 
transcription des opérons de biosynthèse des acides aminés lors de carences (Grundy et 
Henkin, 1994). La régulation de la transcription est très largement abordée dans la littérature 
et ne sera pas décrite de façon plus détaillée dans cette introduction. 
En revanche, un état des lieux des connaissances actuelles sur la stabilité des ARNm est 
proposé. Je décrirai dans un premier temps la modulation de la stabilité des transcrits en 
réponse aux changements environnementaux, puis les acteurs et les mécanismes de 
dégradation des messagers seront présentés et je terminerai par une présentation des 
mécanismes de régulation de la stabilité. 
 
Figure I.3 : Du gène à l’enzyme. µ : taux de croissance (h-1) ; k : constante de dégradation des 
ARNm (min-1) ; k’ : efficacité de traduction ; k’’ : constante de dégradation des protéines (h-
1). 
Gène [ARNm] [Protéine]
Dégradation Dilution
Vtranscription
DégradationDilution
Vdég,ARN = k.[ARNm]
Vtraduction = k ’.[ARNm]
Active
Inactive?
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III.1 Variation de la stabilité des ARN messagers en réponse à un 
changement environnemental 
 
Avant de présenter des exemples du contrôle de la stabilité des ARNm en réponse à 
l’environnement, il semble important de préciser les notions de dégradation chimique et de 
dégradation fonctionnelle. Le décès chimique correspond à l’hydrolyse de l’ARNm. Il est 
déterminé en évaluant la diminution de la quantité d’un messager, par une technique de type 
Northern ou micro/macroarray, suite à l’inhibition de la transcription. Le décès fonctionnel, 
très rarement abordé, correspond à la perte de capacité du transcrit à être traduit (Nierlich et 
Murakawa, 1996). La stabilité des ARNm est décrite en déterminant les temps de demi-vie 
(t1/2) des transcrits, représentant le temps nécessaire pour diviser la concentration d’un 
messager par 2. 
 
De très rares études ont évalué la stabilité de l’ensemble des messagers dans la cellule 
par des techniques de type micro/macroarray chez E. coli et B. subtilis (Bernstein et al., 2002; 
Hambraeus et al., 2003; Selinger et al., 2003; Bernstein et al., 2004). Bien qu’il soit 
largement admis que les variations de stabilité des messagers constituent un facteur important 
dans le contrôle de l’expression des gènes en réponse au stress, aucune étude à l’échelle 
génomique n’a abordé ce point et seuls des travaux portant sur des ARNm discrets ou sur 
l’ARNm total ont été menés. 
La première variation de stabilité en fonction des conditions de croissance a été 
rapportée chez E. coli par Nilsson et al. (1984) qui ont observé une stabilisation du transcrit 
ompA d’un facteur 5 quand le taux de croissance est multiplié par 5 en changeant le milieu de 
culture. Ceci a permis de suggérer que la stabilité pourrait être reliée au taux de croissance, 
mais cette relation n’est pas générale puisqu’elle n’a pas été observée pour bla et lpp (Nilsson 
et al., 1984). De même, l’observation des t1/2 de différents messagers lors de l’entrée en phase 
stationnaire a mis en évidence une déstabilisation de ompA et sdh chez E. coli (Nilsson et al., 
1984) et B. subtilis (Melin et al., 1989) alors que cat et aprE sont stabilisés respectivement 
dans ces 2 micro-organismes (Resnekov et al., 1990; Kuzj et al., 1998). 
Par ailleurs, différents stress physico-chimiques semblent affecter la dégradation des 
messagers. Ainsi, l’anaérobiose provoque une stabilisation des ARNm ompA, bla et de l’ARN 
9S chez E.coli et de nif chez Klebsiellae pneumoniae (Georgellis et al., 1992; Georgellis et 
al., 1993; Simon et al., 1999). En réponse à un choc froid, les messagers codant pour les CSP 
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sont stabilisés chez E. coli (Goldenberg et al., 1996; Gualerzi et al., 2003). De façon similaire, 
des ARNm impliqués dans le métabolisme des acides gras voient leur t1/2 augmenter à basse 
température chez B. subtilis (opéron bkd, Nickel et al., 2004) et chez les cyanobactéries 
(desA/B, Sakamoto et Bryant, 1997). Chez L. lactis, des facteurs de stabilisation supérieurs à 
2 ont été observés pour plusieurs transcrits du métabolisme central (glk, gap, pgk, enoA, ldh, 
pfl) lorsque le pH chute à 4,1 (Even et al., 2002). Il est par ailleurs important de souligner que 
cette étude est la seule reportant la mesure de stabilité de transcrits chez L. lactis. 
Les carences nutritionnelles affectent également la stabilité des messagers. Lors de la 
carence en carbone, le t1/2 fonctionnel de l’ensemble des messagers augmente d’un facteur 2 
et 6 chez E. coli et Vibrio respectivement (Albertson et al., 1990; Albertson et Nystrom, 
1994). Lors de ces 2 études, cette stabilisation de l’ARNm total s’accompagne d’une 
augmentation de la stabilité fonctionnelle de messagers spécifiques, tels que uspA ou ompF 
chez E. coli (Albertson et al., 1990; Albertson et Nystrom, 1994). Lors de la carence en acides 
aminés chez E. coli, la stabilité fonctionnelle de l’ARNm total est accrue, de même que la 
stabilité chimique du transcrit cat (Kuzj et al., 1998).  
Le phénomène de stabilisation lors de carences ayant été observé pour l’ARNm total 
ainsi que pour des messagers particuliers, il a été suggéré que l’ensemble des messagers sont 
stabilisés pour maintenir dans la cellule un pool de transcrits qui sera disponible pour la 
traduction lors du retour de la source nutritionnelle. Ceci permettrait ainsi une reprise rapide 
de la croissance (Albertson et al., 1990; Albertson et Nystrom, 1994). A l’inverse, les stress 
physico-chimiques semblent induire des stabilisations spécifiques portant essentiellement sur 
des transcrits codant pour des fonctions impliquées dans la réponse au stress. Ces conclusions 
doivent être considérées avec prudence car elles sont issues de l’observation de quelques 
ARNm ou de l’ARNm total et il n’existe aucune preuve de leur généralisation à l’ensemble 
des messagers.  
 
Par ailleurs, la stabilité semble être un paramètre important pour l’expression 
différentielle des gènes transcrits en opéron. Ainsi, le clivage spécifique d’un polycistron 
suivi d’une dégradation plus ou moins efficace des fragments résultants permettent un 
contrôle fin de la stabilité des messagers de chacun des gènes co-transcrits et, par conséquent, 
de leur traduction. Ceci a particulièrement été étudié pour l’opéron puf chez Rhodobacter 
capsulatus (Klug, 1993) ainsi que pour les opérons malEFG, trpEDCBA, et ftsAZ chez E. coli 
(Newbury et al., 1987a; Nierlich et Murakawa, 1996; Rauhut et Klug, 1999). Une stabilité 
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différentielle des 3 transcrits portés par l’opéron las a également été proposée chez L. lactis 
(Luesink et al., 1998). 
 
III.2 Mécanismes de dégradation et déterminants de la stabilité 
 
Le faible t1/2 moyen de 5 à 7 min observé sur l’ensemble des ARNm chez E. coli et B. 
subtilis (Bernstein et al., 2002; Hambraeus et al., 2003; Selinger et al., 2003) en phase 
exponentielle de croissance met en évidence une dégradation rapide des messagers par des 
ribonucléases (RNases). Cependant, une grande variabilité de la stabilité peut être observée au 
sein des transcrits (Nierlich et Murakawa, 1996; Bernstein et al., 2002) indiquant qu’un 
contrôle fin de la vitesse de dégradation s’exerce sur chaque transcrit lors de la croissance. 
Les facteurs affectant la stabilité intrinsèque d’un transcrit sont communément appelés 
déterminants, ils seront décrits dans cette partie après la présentation des différentes enzymes 
pouvant intervenir dans la dégradation des messagers. 
 
III.2.1 Machinerie de dégradation 
 
Malgré un manque certain de données concernant le phénomène de dégradation des 
ARNm, il semble acquis que celui-ci est le fruit d’une action concertée d’endoribonucléases 
et d’exoribonucléases. Les ribonucléases impliquées dans la dégradation des messagers sont 
relativement bien caractérisées chez E. coli alors que leurs identifications et caractérisations 
restent parcellaires chez B. subtilis et quasiment inexistantes chez L. lactis. 
 
III.2.1.1 Endonucléases 
 
Chez E. coli, 5 endonucléases ont été caractérisées (Nicholson, 1999). 2 d’entre elles 
semblent particulièrement impliquées dans la dégradation des ARNm : la ribonucléase E 
(RNase E) et la ribonucléase III (RNase III). La RNase E, codée par rne, est une enzyme 
essentielle chez E. coli (Nierlich et Murakawa, 1996). La RNase E possède un rôle majeur 
dans la dégradation des messagers. Ce point a été mis en évidence par Babitzke et Kushner 
(1991) qui ont observé une augmentation d’un facteur 2 à 3 du t1/2 global dans un mutant rne 
présentant une activité RNase E thermolabile. Cette endonucléase assure le clivage de l’ARN 
simple-brin au niveau de séquences riches en AU (McDowall et al., 1994), ce qui lui assure 
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une spécificité relativement large. L’activité de la RNase E est particulièrement sensible à 
l’état de phosphorylation de l’extrémité 5’ des ARNm cibles, ainsi les messagers 
monophosphorylés en 5’ sont plus efficacement clivés que ceux qui sont triphosphorylés 
(Mackie, 1998). La RNase III est une ribonucléase spécifique de l’ARN double-brin au 
niveau des structures tiges-boucles (Nicholson, 1999). La RNase III, non essentielle chez E. 
coli, est principalement impliquée dans la maturation des ARN ribosomaux, mais elle 
intervient également dans la dégradation de messagers spécifiques (Portier et al., 1987; 
Regnier et Grunberg-Manago, 1989; Chow et Dennis, 1994). Cependant, cette enzyme ne 
possède pas de fonction primordiale dans la dégradation des messagers. Ainsi, un mutant 
dépourvu de RNase III ne présente pas d’altération de la stabilité de l’ARNm total (Babitzke 
et al., 1993). 
 
Chez B. subtilis, la RNase III, homologue à l’enzyme présente chez E. coli, a été 
caractérisée (Condon, 2003). La RNase III est essentielle chez B. subtilis et assure 
spécifiquement le clivage des ARN double-brin au niveau des tiges-boucles comme chez E. 
coli. Bien que la RNase III intervienne dans le clivage de l’ARNm SP82 (Mitra et Bechhofer, 
1994), cette enzyme ne semble pas constituer l’endonucléase majeure dans la dégradation des 
transcrits chez B. subtilis (Drider et al., 2002b). Par ailleurs, aucun homologue à la RNase E 
n’a été identifié dans ce micro-organisme. Cependant, très récemment, les RNases J1 et J2, 
codées par les gènes rnjA et B, présentant des similarités fonctionnelles avec la RNase E (sites 
de clivage, sensibilité à l’état de phosphorylation) ont été caractérisées (Even et al., 2005). Le 
t1/2 de l’ARNm total augmente d’un facteur 1,4 dans un double mutant rnjA-rnjB. Il a donc été 
suggéré que les RNases J1 et J2 pourraient représenter les enzymes responsables du clivage 
endonucléolytique des ARNm chez B. subtilis (Even et al., 2005). Cependant, cette hypothèse 
n’a pas encore été évaluée de façon plus approfondie. 
 
Chez L. lactis, la seule endonucléase caractérisée est la RNase III possédant une 
spécificité pour l’ARN double-brin (Drider et al., 2002a; Amblar et al., 2004). Cette enzyme 
semble impliquée dans la dégradation des messagers de l’opéron citQRP (Drider et al., 1999a; 
Drider et al., 1999b). Par ailleurs, la RNase III de L. lactis peut compenser la perte de RNase 
III chez E. coli, que ce soit au niveau de la maturation des ARNr ou du clivage d’ARNm (tel 
que pnp, Amblar et al., 2004). Par similarité avec ce qui est observé chez E. coli et B. subtilis, 
on peut supposer que cette enzyme n’est pas majeure pour la dégradation des ARNm. 
Cependant, aucune RNase susceptible d’assurer ce rôle n’a été identifiée chez L. lactis. Cette 
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bactérie semble posséder les gènes codant pour la RNase H, cette enzyme assure le clivage de 
l’ARN dans les duplex ARN-ADN chez E. coli et est donc peu susceptible d’être impliquée 
dans la dégradation des messagers. De plus, 2 gènes codant pour des RNases, vacB1 et vacB2, 
sont présents sur le génome mais leur fonction reste totalement indéterminée (Bolotin et al., 
2001). Toutefois, le gène yciH, encore inconnu, semble coder pour un homologue aux RNases 
J de B. subtilis (Even, communication personnelle). 
 
III.2.1.2 Exonucléases 
 
2 exonucléases majeures impliquées dans la dégradation des messagers ont été 
caractérisées : la polynucléotide phosphorylase (PNPase) et la RNase II (Nicholson, 1999; 
Condon, 2003). Ces exonucléases dégradent les ARN simple-brin dans la direction 3’-5’ selon 
un mode processif (Nierlich et Murakawa, 1996). Alors que la PNPase agit selon un mode 
phosphorolytique libérant des mononucléotides diphosphate, la RNase II présente un 
mécanisme hydrolytique libérant des mononucléotides monophosphate (Rauhut et Klug, 
1999). L’activité exonucléase est assurée à 90 % par la RNase II chez E. coli (Deutscher et 
Reuven, 1991). En revanche, chez B. subtilis, où aucune activité RNase II n’a été mise en 
évidence, la dégradation phosphorolytique assurée par la PNPase est majoritaire (Deutscher et 
Reuven, 1991). La perte simultanée des activités RNase II et PNPase est létale chez E. coli, 
suggérant que le rôle redondant de ces enzymes est essentiel à la cellule. Chez B. subtilis, la 
suppression de l’activité PNPase n’est pas létale suggérant l’existence d’une autre 
exonucléase non caractérisée. La RNase II d’E. coli et la PNPase de B. subtilis dégradent 
préférentiellement les queues poly(A) qui sont fréquemment rencontrées à l’extrémité 3’ des 
messagers (Nicholson, 1999; Condon, 2003). La progression de ces exonucléases est inhibée 
par la présence de structures secondaires de type tige-boucle au niveau de l’extrémité 3’ 
(Mitra et al., 1996; Nierlich et Murakawa, 1996). Chez L. lactis, aucune exonucléase n’a été 
caractérisée à ce jour, cependant ce micro-organisme semble posséder le gène codant pour la 
PNPase (pnpA, Bolotin et al., 2001). 
 
III.2.1.3 Autres enzymes et dégradosome 
 
La purification de la RNase E chez E. coli a permis de mettre en évidence que cette 
endonucléase fait partie d’un large complexe nommé dégradosome (Carpousis et al., 1994). 
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La RNase E constitue le squelette de ce complexe. Son extrémité N-terminale contient 
l’activité catalytique de l’enzyme alors que son extrémité C-terminale assure la fixation des 
constituants du dégradosome (Vanzo et al., 1998). Les partenaires de la RNase E 
formellement identifiés à ce jour sont la PNPase, l’hélicase RlhB, et l’énolase. La PNPase 
assure la dégradation 3’-5’ des fragments libérés par le clivage endonucléolytique avec le 
secours de l’hélicase qui interviendrait dans la déstructuration des tiges-boucles (Rauhut et 
Klug, 1999; Carpousis, 2002). Le rôle de l’énolase, qui est une enzyme glycolytique, dans le 
fonctionnement du dégradosome reste plus obscur. Les chaperonnes GroEL et DnaK ainsi que 
la polyphosphate kinase (PPK) seraient également impliquées dans le dégradosome dans des 
proportions sous-stoechiométriques (Blum et al., 1997; Vanzo et al., 1998). La PPK, 
catalysant la conversion de polyphosphate et NDP en NTP, permettrait d’éliminer ces 
composés inhibiteurs du dégradosome (Rauhut et Klug, 1999). L’intervention de la poly(A) 
polymérase et la protéine ribosomale S1 dans le dégradosome a également été proposée 
(Raynal et Carpousis, 1999; Feng et al., 2001). La nécessité de la formation de ce complexe 
multimérique pour la dégradation des ARNm a été assez controversée (Lopez et al., 1999; Ow 
et al., 2000). Cependant, une étude récente a mis en évidence que les 4 constituants majeurs 
du dégradosome (RNase E, PNPase, RlhB et énolase) sont essentiels à la dégradation des 
messagers (Bernstein et al., 2004). De plus, cette étude menée à l’échelle génomique a montré 
que le dégradosome intervient effectivement dans la dégradation des messagers mais pas pour 
la totalité d’entre eux. 
Un tel complexe n’a pas été mis en évidence chez B. subtilis. A ce jour, aucune 
endonucléase susceptible d’assurer la constitution d’un complexe multimérique n’a été 
identifiée, suggérant que la dégradation passe par une organisation différente dans ce micro-
organisme (Condon, 2003). Plus largement, en l’état des connaissances actuelles, E. coli 
semble être la seule espèce bactérienne possédant un dégradosome. 
 
III.2.2 Déterminants de la stabilité 
 
La grande variabilité de stabilité existant entre les messagers suggère la présence de 
caractéristiques intrinsèques au sein de chaque ARNm permettant de définir leur vitesse de 
dégradation. Ces déterminants ont été principalement identifiés dans les régions non traduites 
(UTR) présentes aux extrémités 5’ et 3’ des transcrits. La grande majorité des études 
répertoriées ont été menées sur des messagers modèles tels que erm, lacZ, thrS, ompA, cry, 
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RNA1 et aprE par exemple. Seules 3 études ont porté sur la caractérisation de la stabilité de 
l’ensemble des messagers de la cellule : 2 chez E. coli (Bernstein et al., 2002; Selinger et al., 
2003) et 1 chez B. subtilis (Hambraeus et al., 2003). Ainsi, les connaissances acquises sur les 
déterminants de la stabilité restent encore probablement incomplètes. Il est à noter qu’à 
l’heure actuelle aucune étude des déterminants de la stabilité n’a été menée chez L. lactis, 
hormis celle présentée dans ce manuscrit. 
 
III.2.2.1 Extrémité 5’ 
 
L’extrémité 5’ semble jouer un rôle primordial dans le contrôle de la stabilité des 
ARNm car elle constituerait le point d’entrée de l’endonucléase responsable de l’initiation de 
la dégradation (Rauhut et Klug, 1999). Différents éléments conférant une stabilité élevée aux 
transcrits ont été identifiés. En premier lieu, l’état de phosphorylation de l’extrémité 5’ 
pourrait intervenir puisque la RNase E, principale enzyme impliquée dans la dégradation chez 
E. coli, y est sensible. 
L’effet stabilisateur de structures secondaires de type tige-boucle a été particulièrement 
exploré pour les messagers ompA et aprE chez E. coli et B. subtilis respectivement. Ainsi, la 
présence d’une tige-boucle située 2 à 4 nt de l’extrémité 5’ confère une grande stabilité à 
l’ARNm ompA (t1/2 > 17 min). Cette structure semble être un stabilisateur général car, lorsque 
la 5’ UTR de ompA est fusionnée avec des messagers labiles tels que bla, elle leur assure une 
stabilité accrue (Emory et Belasco, 1990; Emory et al., 1992; Arnold et al., 1998). Cette tige-
boucle empêcherait l’initiation de la dégradation, indépendamment de sa séquence, en 
bloquant la fixation de la RNase E qui nécessite une extrémité 5’ simple brin (Emory et al., 
1992). De façon similaire, l’extrémité 5’ d’aprE présente une structure secondaire complexe 
et la substitution de 2 bases ou la délétion de 25 nt, affectant cette structure, réduit le t1/2 du 
messager de 25 à 5 min (Hambraeus et al., 2000). Lorsque la région leader de aprE est 
fusionnée avec lacZ ce dernier est stabilisé, confirmant à nouveau le caractère général de ce 
stabilisateur. 
Enfin, les ribosomes semblent être des éléments stabilisateurs des messagers soit via 
leur fixation au niveau du "Ribosome Binding Site" (RBS) qui bloquerait l’initiation de la 
dégradation dans les UTR en 5’ soit via leur activité de traduction le long des messagers qui 
les protègerait des attaques endonucléolytiques. La dépendance entre stabilité et traduction est 
assez controversée et aucun consensus n’est établi sur ce point (Nierlich et Murakawa, 1996). 
 48
I. Introduction bibliographique 
Cependant, les 2 micro-organismes modèles semblent présenter des comportements différents 
face à l’effet stabilisateur des ribosomes. Alors que chez B. subtilis, la fixation et le blocage 
des ribosomes dans les UTR en 5’ semblent suffisants pour assurer la stabilité d’un messager 
complet, chez E. coli, l’activité stabilisatrice serait plutôt liée à des ribosomes actifs en 
traduction (Rauhut et Klug, 1999; Condon, 2003).  
Chez E. coli, des altérations du RBS affectent la stabilité. Cela est notamment le cas 
pour ompA (Emory et al., 1992) ou lacZ (Yarchuk et al., 1991; Wagner et al., 1994). De façon 
similaire, une diminution de la densité des ribosomes le long de la séquence semble causer 
une déstabilisation de certains messagers, comme lacZ, rpsO, ou de fusions avec ompA  
(Yarchuk et al., 1992; Arnold et al., 1998; Braun et al., 1998). Cependant, le lien entre la 
stabilité et une traduction active n’est pas toujours observé (Petersen, 1991; Rapaport et 
Mackie, 1994) bien que l’effet inhibiteur de la présence de ribosomes sur l’activité de la 
RNase E ait été mis en évidence (Braun et al., 1998). Au vu de ces observations 
contradictoires, il a été proposé que les ribosomes auraient un effet protecteur certain mais 
que la nécessité d’une traduction active dépendrait de la position des sites de clivage de 
l’endonucléase (Regnier et Arraiano, 2000). Ainsi, des messagers ne présentant pas de site de 
clivage dans leur séquence codante ne nécessiteraient pas une protection par des ribosomes 
traduisant.  
Chez B. subtilis, l’effet des ribosomes sur la stabilité des ARNm semble plus clairement 
défini, notamment pour les gènes ermA, ermC, cryIIIA et l’ARNm du phage SP82. Les gènes 
ermA et ermC sont stabilisés en présence d’érythromycine (Bechhofer et Dubnau, 1987; 
Sandler et Weisblum, 1989). Cette stabilisation résulte du blocage d’un ribosome au niveau 
du RBS sous l’action de cet antibiotique. Le blocage du ribosome assure la stabilisation de 
l’ensemble du transcrit même en absence de traduction (Bechhofer et Dubnau, 1987; Sharp et 
Bechhofer, 2003). De plus, la région leader de ermC est un stabilisateur général puisqu’une 
stabilité accrue des ARNm sacA, B, epr et penP est observée lorsqu’ils sont fusionnés avec la 
région 5’ UTR de ermC (DiMari et Bechhofer, 1993). Par ailleurs, une séquence polypurine 
GAAAGGAG, analogue à un RBS, confère la stabilité à divers transcrits lorsqu’elle est 
introduite dans leurs extrémités 5’. Il a donc été suggéré que cette séquence agirait, comme la 
région leader de ermC, en provoquant un blocage des ribosomes en 5’ (Hue et al., 1995). De 
façon similaire, une séquence analogue à un RBS mais ne permettant pas d’initier la 
traduction stabilise cryIIIA (Agaisse et Lereclus, 1996). Enfin, il a été montré que le RBS de 
aprE stabilise ce messager indépendamment de sa traduction (Hambraeus et al., 2002). 
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Ces observations soulignent les différences notables existant entre E. coli et B. subtilis 
concernant les déterminants de la stabilité en 5’ et suggèrent des mécanismes de dégradation 
propres à chaque espèce, comme cela sera présenté ultérieurement (§ III.2.3). 
 
III.2.2.2 Extrémité 3’ 
 
L’extrémité 3’ des messagers est particulièrement sensible aux attaques par les 
exonucléases telles que la RNase II et/ou la PNPase. Cependant, la présence de structures 
secondaires de type tige-boucle réduit l’activité de ces enzymes en bloquant leur procession le 
long du messager (Nierlich et Murakawa, 1996; Rauhut et Klug, 1999). Ces structures sont 
présentes dans de nombreux messagers car elles assurent la terminaison ρ-indépendante de la 
transcription. Il faut cependant souligner que les terminateurs de transcription ne constituent 
pas nécessairement des déterminants de la stabilité. Cet effet stabilisateur des tiges-boucles a 
notamment été observé chez E. coli et B. subtilis pour les extrémités 3’ des transcits lacZ, cry 
et ermC (Wong et Chang, 1986; Petersen, 1991; Farr et al., 1999). La présence de tiges-
boucles peut également être observée dans les régions intergéniques permettant ainsi une 
stabilisation différentielle des transcrits d’un même polycistron (Newbury et al., 1987a), 
comme observé pour l’opéron malEFG chez E. coli (Belasco et Higgins, 1988). Par ailleurs, 
les séquences extragéniques palindromiques répétées (REP), retrouvées dans environ 25 % 
des transcrits chez E. coli (Newbury et al., 1987b), présentent des motifs inversés répétés qui 
leur permettent d’adopter une structure tige-boucle, pouvant également protéger les messagers 
de l’attaque par les exonucléases en 3’ (Newbury et al., 1987b; Higgins et al., 1988). 
Bien que le rôle des structures tiges-boucles soit établi, celles-ci semblent être des 
déterminants moins forts que ceux observés en 5’ car différents mécanismes permettent de 
s’affranchir de leur rôle de barrière aux exonucléases. Tout d’abord, le blocage peut être 
supprimé par un clivage endonucléolytique en amont de la tige-boucle libérant ainsi une 
nouvelle extrémité 3’ non protégée (Belasco et Higgins, 1988). D’autre part, les exonucléases 
nécessitent la présence d’une douzaine de nucléotides non appariés pour se fixer en 3’ et 
initier la dégradation (Coburn et Mackie, 1996). Ainsi, la polyadénylation des messagers en 
3’, par une poly(A) polymérase, faciliterait la dégradation par les exonucléases, et la PNPase 
en particulier, en favorisant leur fixation et leur progression dans les tiges-boucles (O'Hara et 
al., 1995; Rauhut et Klug, 1999). 2 poly(A) polymérases ont été identifiées chez E. coli et B. 
subtilis, PAPI et PAPII (Cao et Sarkar, 1992; Kalapos et al., 1994; Sarkar et al., 1997). 
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Notons que ces enzymes seraient présentes dans le dégradosome chez E. coli (Carpousis, 
2002). Chez E. coli, des queues poly(A) de 7 à 20 nt sont formées alors qu’elles semblent plus 
longues chez B. subtilis (50 nt, Nierlich et Murakawa, 1996). L’élimination de PAPI chez E. 
coli stabilise fortement les transcrits lpp, ompA et trxA (O'Hara et al., 1995) confirmant le rôle 
déstabilisateur de la polyadénylation, à l’inverse de ce qui est observé chez les eucaryotes. Il a 
été proposé que des cycles successifs de polyadénylation / attaque par la PNPase 
permettraient, bien que lentement, de dégrader les tiges-boucles en 3’ (figure I.4 B, Rauhut et 
Klug, 1999; Steege, 2000). 
 
III.2.3 Mécanismes de dégradation 
 
La caractérisation de la machinerie de dégradation (endo et exonucléases) et 
l’identification des déterminants de la stabilité ont permis de proposer différents mécanismes 
de dégradation. Le modèle le plus largement répandu décrit une initiation limitante de la 
dégradation par une endonucléase au niveau de l’extrémité 5’ (DiMari et Bechhofer, 1993; 
Rauhut et Klug, 1999; Regnier et Arraiano, 2000; Drider et al., 2002b). La nécessité d’une 
initiation de la dégradation en 5’ est confortée par l’identification dans les 5’ UTR de tiges-
boucles et de sites de fixation de ribosomes conférant une stabilité accrue aux messagers ainsi 
que par la sensibilité de la RNase E à l’état de phosphorylation de l’extrémité 5’. La 
dégradation se propagerait ensuite selon la direction 5’-3’. Chez E. coli, il est proposé que la 
RNase E fixée en 5’ pourrait via un phénomène de "looping" accéder à un nouveau site de 
clivage au sein du messager alors que chez B. subtilis, l’endonucléase responsable de la 
dégradation des messagers accéderait au site de clivage suivant par "scanning" de l’ARNm 
(figure I.4 A, Joyce et Dreyfus, 1998; Condon, 2003). Ce modèle expliquerait les différences 
observées entre ces 2 micro-organismes au niveau de l’effet protecteur des ribosomes. La 
nécessité d’un scannage du messager est suggérée par le fait qu’un ribosome bloqué dans la 5’ 
UTR protège l’ensemble du messager chez B. subtilis. Le mécanisme de "looping" est lui 
cohérent avec la protection différentielle offerte par les ribosomes selon les messagers étudiés 
chez E. coli. Les fragments issus des clivages endonucléolytiques initiaux seraient ensuite 
rapidement dégradés par leur extrémité 3’ par les exonucléases (RNase II et/ou PNPase), avec 
ou sans intervention de la poly(A) polymérase, et de l’hélicase RhlB dans le cas d’E. coli, 
selon la structure secondaire de l’extrémité 3’ générée (figure I.4 B, Regnier et Arraiano, 
2000). In fine, l’oligoribonucléase, codée par orn, interviendrait pour digérer les fragments de 
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3 à 4 bp libérés par les exonucléases en nucléotides (non représentée sur la figure I.4). 
Cependant, cette enzyme essentielle chez E. coli n’a pas été identifiée jusqu’à présent chez B. 
subtilis (Nicholson, 1999; Condon, 2003). Ce modèle d’une action concertée des endo et 
exonucléases après un clivage initial dans l’extrémité 5’ est cohérent avec la dégradation 5’-3’ 
observée pour divers messagers modèles. Cette direction de dégradation a été confirmée 
récemment chez E. coli pour une majorité de transcrits par une technique de microarray 
(Selinger et al., 2003). 
 
PNPase 
RNase II
AAAAA
AAAAA
PNPase
PAP
B
PAP
PNPase
A
3’
E. coli: modèle "looping"
B. subtilis: modèle "scan"
3’
PPP
RNase III
RNase E
C
3’
PNPase 
RNase II
Figure I.4 : Mécanismes de dégradation des ARNm. (A) Comparaison des modes d’action des 
endonucléases d’E. coli (RNase E) et de B. subtilis (RNase putative), (B) Modes de 
dégradation par action directe des exonucléases (RNase II, PNPase) ou par cycles successifs 
de polyadénylation (par la poly(A) polymerase PAP) / digestion par la PNPase, (C) 
Mécanismes alternatifs de dégradation : initiation indépendante de l’extrémité 5’ par les 
endonucléases RNase E et RNase III chez E. coli ou dégradation entièrement 
exonucléolytique par la PNPase ou la RNase II. 
 
 52
I. Introduction bibliographique 
Cependant, des mécanismes alternatifs ont été proposés, principalement chez E. coli. 
Alors que l’endonucléase responsable de la dégradation chez B. subtilis semble nécessiter 
impérativement une fixation ou une activation par l’extrémité 5’ (Condon, 2003), la RNase E 
d’E. coli semble pouvoir dans certains cas accéder directement aux sites de clivage au sein 
d’un messager (figure I.4 C, Joyce et Dreyfus, 1998; Regnier et Arraiano, 2000). Dans ce cas, 
le clivage initial serait indépendant de l’extrémité 5’. Les fragments générés seraient ensuite 
dégradés par les exonucléases. Ce mécanisme a notamment été reconstitué in vitro par Coburn 
et Mackie (1998) pour l’ARNm S20 d’E. coli. 
De façon similaire, il a été suggéré que pour certains messagers, notamment ceux 
présentant une structure tige-boucle en 3’, la dégradation pourrait être initiée par une 
endonucléase (E ou III) en 3’ (figure I.4 C) éliminant ainsi la protection de cette extrémité et 
permettant une dégradation ultérieure par les exonucléases (Steege, 2000). Ce mécanisme 
serait notamment observé pour rpsO chez E. coli (Regnier et Hajnsdorf, 1991). 
Par ailleurs, la RNase III, bien que n’étant pas l’endonucléase majeure dans la 
dégradation des messagers chez E. coli et B. subtilis, pourrait intervenir dans l’élimination de 
structures tiges-boucles en 5’ ou 3’ via sa capacité à cliver l’ARNm au niveau de séquences 
double-brin (figure I.4 C) et ainsi, initier la dégradation ultérieure du transcrit (Regnier et 
Arraiano, 2000; Condon, 2003). Cette voie indépendante de la RNase E est probablement 
spécifique à un nombre limité de messagers. 
Enfin, il semble que dans certains cas plus rares, la dégradation pourrait être 
entièrement assurée par les exonucléases à partir de l’extrémité 3’ en l’absence de structures 
secondaires (figure I.4 C, Belasco et Higgins, 1988). 
 
Ces différents modèles mettent en évidence que, contrairement à ce qui a été considéré 
initialement, les voies de dégradation des ARN messagers sont multiples et semblent 
essentiellement dépendantes de la structure et la séquence des messagers. 
 
III.3 Modulation de la stabilité 
 
Comme précisé au paragraphe III.1, la stabilité des messagers peut varier en fonction 
des conditions environnementales afin de contrôler l’expression des gènes lors d’un stress 
nutritionnel ou physico-chimique. Plusieurs mécanismes sous-tendant cette modulation de la 
stabilité en réponse à un stimulus extérieur ont été proposés. 
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III.3.1 Rôle de la traduction et des ribosomes 
 
L’effet protecteur des ribosomes est largement documenté dans la littérature et a déjà 
été présenté lors de cette introduction bibliographique. Bien que ce point n’ait jamais été 
formellement étudié, on peut supposer que toute condition de stress affectant la traduction ou 
la densité de fixation des ribosomes peut entraîner des modifications notables de la stabilité 
des messagers. Une inhibition de la traduction pourrait augmenter la proportion de ribosomes 
bloqués au niveau des RBS en 5’ ou sur la séquence codante, offrant ainsi une protection 
accrue aux messagers. De même, un excès de ribosomes inactifs, observé chez Vibrio lors de 
la carence en carbone (Flardh et al., 1992; Kunji et al., 1993), pourrait stabiliser les messagers 
en se fixant sur leur séquence codante. 
 
III.3.2 Activité de la machinerie de dégradation 
 
La dégradation des ARNm repose sur une action concertée des endo et exonucléases. 
Toute condition affectant leur activité est donc susceptible de moduler la stabilité des 
transcrits dans la cellule. 
 
La majorité des RNases semblent s’autoréguler en induisant la dégradation de leurs 
messagers. Ainsi, la RNase E clive son propre messager dans la 5’ UTR pour contrôler sa 
stabilité et, par conséquent, ajuster son expression en fonction des substrats (ARNm) présents 
dans la cellule (Sousa et al., 2001). Un mécanisme similaire est observé pour la RNase III 
(Bardwell et al., 1989). De façon analogue, une augmentation de la proportion d’ARNm 
polyadénylés en 3’ dans la cellule contrôle l’expression de la PNPase et de la RNase E en 
stabilisant leurs messagers (Mohanty et Kushner, 2002). Enfin, l’expression de la RNase II est 
contrôlée par la PNPase, la RNase E et la RNase III (Zilhao et al., 1995). Ces mécanismes de 
régulation semblent intervenir de façon à assurer une action coordonnée des enzymes en 
réponse à la concentration en messagers. 
Les régulations fortes exercées sur l’expression des RNases peuvent avoir un rôle 
crucial en condition de stress en permettant une dégradation plus ou moins efficace. Ainsi, la 
concentration de la RNase E est affectée par la température et la composition du milieu chez 
E. coli (Le Derout et al., 2002). De même, l’activité de la RNase II varie en fonction des 
milieux de culture (Cairrao et al., 2001). Par ailleurs, chez Vibrio, l’expression de 
 54
I. Introduction bibliographique 
l’endonucléase décroît avec le temps de carence en carbone (Takayama et Kjelleberg, 2000). 
De façon similaire, la polyadénylation semble fortement régulée durant les différentes phases 
de croissance (Takayama et Kjelleberg, 2000). L’activité de l’ensemble de la machinerie de 
dégradation est donc contrôlée en réponse à un changement environnemental, permettant ainsi 
une modulation de la stabilité des messagers. 
 
Enfin, comme précisé au début de cette introduction, différentes conditions de stress 
peuvent affecter les activités enzymatiques au sein de la cellule, soit en provoquant une 
altération des protéines, soit en n’offrant plus les conditions physiologiques optimales (pH, 
température). Il paraît donc probable que l’activité des RNases soit également perturbée par 
de tels phénomènes lors de conditions de stress. 
 
III.3.3 ARN non codants et ARN "binding" protéines 
 
Une altération de la traduction ou de la densité de ribosomes sur les messagers de même 
qu’une modulation de l’activité de la machinerie de dégradation lors de conditions de stress 
affectent probablement la stabilité de l’ensemble des ARNm de la cellule. Cependant les 
exemples présentés dans le paragraphe III.1 révèlent que des stabilisations spécifiques 
surviennent également en conditions de stress. Celles-ci sont probablement assurées par des 
mécanismes plus fins qui peuvent notamment passer par des interactions ponctuelles entre un 
ARNm et des effecteurs particuliers. Les ARN "binding" protéines et les ARN non codants 
sont susceptibles d’assurer ce rôle.  
 
Les ARN non codants (ARNnc) ou "petits" ARN ont été découverts, ou du moins 
étudiés de façon approfondie, assez récemment. Les ARNnc semblent largement répandus 
dans le monde bactérien mais ont été essentiellement caractérisés chez E. coli (Eddy, 2001). 
Ces ARN de 40 à 400 nt joueraient un rôle majeur dans la régulation de l’expression en 
réponse aux changements environnementaux en affectant la stabilité ou la traduction des 
ARNm (Wassarman, 2002; Storz et al., 2004).  
L’ARNnc DsrA régule 2 facteurs de transcription globaux : H-NS et σS. En réponse à 
un choc froid, DsrA se fixe aux messagers hns et rpoS ce qui provoque respectivement leur 
déstabilisation et stabilisation par des mécanismes qui sont encore mal caractérisés (Lease et 
Belfort, 2000; Sledjeski et al., 2001). L’ARNnc MicF qui est induit dans différentes 
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conditions de stress (thermique, osmotique, oxydatif) déstabilise ompF en bloquant la fixation 
des ribosomes (Wassarman, 2002). La fixation de l’ARNnc RhyB, exprimé uniquement en 
condition de carence en fer, sur ses messagers cibles, tels que sodB, provoque leur 
dégradation en favorisant l’attaque par une RNase (Masse et Gottesman, 2002). 
La majorité des ARNnc identifiés chez E. coli nécessitent la protéine Hfq pour interagir 
avec leurs messagers cibles et ainsi exercer leur activité régulatrice (Moller et al., 2002). La 
protéine Hfq, qui est conservée dans plusieurs espèces bactériennes, favorise non seulement la 
fixation des ARNnc sur leurs cibles mais assure également leur stabilité. En effet, 
l’association de Hfq aux ARNnc les protègerait contre une attaque par la RNase E (Zhang et 
al., 2003). Cet effet protecteur pourrait s’étendre à l’ensemble des ARNm sur lesquels Hfq 
viendrait se lier (Folichon et al., 2003). D’autre part, en condition de croissance lente, la 
fixation de Hfq dans la 5’ UTR facilite la dégradation de ompA, car elle prévient la fixation 
des ribosomes et donc leur effet protecteur (Vytvytska et al., 1998; Vytvytska et al., 2000). 
Enfin, le système CsrA/CsrB contrôle l’expression de plusieurs gènes spécifiques de la 
phase stationnaire en favorisant leur dégradation chez E. coli (Liu et al., 1997; Romeo, 1998). 
L’ARN "binding" protéine CsrA se fixe à proximité du RBS des messagers cibles ce qui 
accroît la dégradation de ces ARNm en favorisant une attaque par les RNases (Romeo, 1998). 
En réponse à un signal environnemental, l’ARNnc CsrB est surexprimé et peut se complexer 
avec CsrA ce qui prévient son activité d’ARN "binding" protéine et donc son effet sur la 
dégradation des messagers (Liu et al., 1997). Ce système régule ainsi différentes voies 
métaboliques impliquées en phase stationnaire chez E. coli dont la gluconéogénèse, la 
synthèse et le catabolisme du glycogène, la glycolyse, la mobilité ou l’adhérence. Des 
homologues à CsrA semblent exister chez diverses espèces mais aucun n’a été caractérisé à ce 
jour, hormis le système RsmA/AepH chez Erwinia (Romeo, 1998). 
 
Ces différents systèmes impliquant des ARN "binding" protéines et/ou des ARNnc 
soulignent qu’en présence d’un signal de stress, un contrôle spécifique de la stabilité des 
messagers peut s’exercer permettant ainsi de réguler l’expression des gènes nécessaires à la 
mise en place des réponses au stress. Cependant, de tels mécanismes n’ont pas encore été 
identifiés chez L. lactis. 
 
Le travail de thèse présenté dans ce manuscrit s’inscrit dans ce cadre. La caractérisation 
des réponses aux carences nutritionnelles et de la réponse stringente a été entreprise à 
l’échelle génomique chez L. lactis. Cette étude a été menée afin d’accéder à une meilleure 
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compréhension du comportement de L. lactis en réponse à son environnement et d’identifier 
un éventuel mécanisme général de réponse au stress. Cette approche a été complétée par une 
étude de la stabilité des ARNm pour appréhender les phénomènes de régulation impliqués 
dans les réponses. 
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II. Matériel et méthodes 
 
 
 
I. Souche 
 
La souche Lactococcus lactis subsp. lactis IL1403 a été utilisée au cours de cette étude. 
Cette souche, issue du milieu laitier et curée de ses plasmides, a été entièrement séquencée en 
2001 (Bolotin et al., numéro d’accession GenBank AE005176). 
 
II. Cultures 
 
II.1 Milieux de culture 
 
3 milieux de culture chimiquement définis, présentés dans le tableau II.1, ont été utilisés 
au cours de cette étude : MCD (Otto et al., 1983; Poolman et Konings, 1988), ILV10 et ILV5. 
Ces milieux contiennent l’ensemble des nutriments nécessaires à la croissance de L. lactis 
(sucre, acides aminés, vitamines, sels minéraux et bases azotées) et ne diffèrent que par leurs 
concentrations en isoleucine, leucine et valine. Un pH de 6,6 est obtenu grâce au tampon K-
phosphate dont la concentration est augmentée dans le cas de cultures en fioles car le pH ne 
peut y être régulé. 
 
II.2 Techniques de culture 
 
II.2.1 Conservation des souches 
 
Des cellules récoltées en phase exponentielle de croissance sur milieu M17 glucose 
(Difco) sont conservées dans des cryotubes avec 20 % (V/V) de glycérol et stockées à -20 °C. 
 
II.2.2 Précultures 
 
Les précultures sont réalisées dans des fioles scellées avec un bouchon de butyle, 
imperméable à l’oxygène, préalablement dégazées à l’azote et autoclavées (121 °C, 20 min). 
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Le milieu de culture est filtré stérilement dans la fiole avec un filtre Sartorius 0,22 µm. Le 
milieu MCD est toujours utilisé lors des précultures et une concentration de tampon K-
phosphate accrue est employée de façon à limiter l’acidification du milieu lors de la 
croissance (tableau II.1). 
Pour la préculture initiale, une fiole est ensemencée à 1,5 % V/V à partir du stock 
glycérolé et incubée à 30 °C sous agitation. Une nouvelle fiole est ensuite ensemencée avec 
les cellules en phase exponentielle ainsi obtenues. Cette opération est répétée tant que 
nécessaire jusqu’à inoculation de la culture en fermenteur. Les niveaux d’inoculation et les 
durées des précultures successives sont ajustés pour que les cellules soient en phase 
exponentielle de croissance lors des inoculations. 
Les cellules issues de la dernière préculture sont directement inoculées dans le 
fermenteur dans le cas de cultures sur milieu MCD. Pour des fermentations sur milieu ILV10 
ou ILV5, les cellules sont centrifugées (8000 rpm, 5 min, 4 °C), lavées volume à volume à 
l’eau physiologique (NaCl 9 g.l-1) pour éliminer les acides aminés résiduels, et concentrées 2 
fois avant inoculation. 
 
II.2.3 Cultures discontinues 
 
Ces cultures sont réalisées dans des fermenteurs de 2 l (Sétric). Un module Sétric 
permet de réguler les différents paramètres de culture. L’agitation est fixée à 250 rpm et la 
température est maintenue constante à 30 °C par une baffle chauffante et un circuit de 
refroidissement par circulation d’eau. Le pH est régulé à 6,6 par ajout automatique de KOH 
10 N. Une atmosphère d’azote de 20 mbar est maintenue au cours de la culture. 
Les fermenteurs sont autoclavés (121 °C, 20 min) 2 fois avec de l’eau. Le milieu est 
ensuite introduit stérilement dans le fermenteur par filtration à travers une cartouche Sartorius 
0,2 µm puis dégazé à l’azote pendant 30 min. 
Les fermenteurs sont inoculés avec le volume nécessaire de cellules issues des 
précultures, lavées ou non, pour atteindre une concentration initiale en biomasse de 0,024 g.l-
1. 
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Tableau II.1 : Composition des milieux de culture en g.l-1. 
 MCD ILV10 ILV5  MCD ILV10 ILV5 
Glucose 10 * * MgCl2, 6 H2O 0,2 * * 
Acétate de sodium 1,0 * * FeSO4, 4 H2O 0,011 * * 
Citrate d’ammonium 0,6 * * CaCl2, 2H2O 0,050 * * 
KH2PO4 3,0 (9,0) * * ZnSO4, 7 H2O 0,005 * * 
K2HPO4 2,5 (7,5) * * COCl2, 6 H2O 0,0025 * * 
Alanine 0,24 * * Ac. P-aminobenzoïque 0,010 * * 
Arginine 0,12 * * Biotine 0,010 * * 
Asparagine 0,34 * * Cyano-cobalamine 0,001 * * 
Cystéine 0,17 * * Ac. folique 0,001 * * 
Glutamine 0,51 * * Inosine 0,005 * * 
Glycine 0,17 * * Ac. nicotinique 0,001 * * 
Histidine 0,11 * * Ac. orotique 0,005 * * 
Isoleucine 0,20 0,020 0,040 Pantothénate de calcium 0,001 * * 
Leucine 0,47 0,047 0,094 Pyridoxamine 0,005 * * 
Lysine-HCl 0,35 * * Pyridoxine 0,002 * * 
Méthionine 0,12 * * Riboflavine 0,001 * * 
Phénylalanine 0,28 * * Thiamine 0,001 * * 
Proline 0,68 * * Ac. D,L-6,8-thioctique 0,0025 * * 
Sérine 0,34 * * Déoxy-thymidine 0,005 * * 
Thréonine 0,23 * * Adénine 0,010 * * 
Tryptophane 0,05 * * Guanine 0,010 * * 
Tyrosine 0,29 * * Uracile 0,010 * * 
Valine 0,33 0,033 0,066 Xanthine 0,010 * * 
* : concentrations identiques à celles du milieu MCD ; (  ) : concentrations utilisées lors de culture en fioles. 
 
III. Techniques analytiques exocellulaires 
 
III.1 Mesure de la concentration en biomasse 
 
La concentration cellulaire est évaluée par mesure de la densité optique (DO) à 580 nm 
à l’aide d’un spectrophotomètre (Hitachi U1100). Si nécessaire, les échantillons sont dilués 
dans de l’eau pour rester dans la gamme de linéarité de l’appareil (DO < 0,6). 
La corrélation établie par Even (2001) permet d’accéder à la concentration en biomasse 
X en g.l-1 à partir de la mesure de la DO à 580 nm : X = 0,3 × DO. 
 
III.2 Dosage des substrats et produits de fermentation 
 
Les surnageants des échantillons prélevés lors des cultures sont analysés par 
chromatographie liquide à haute pression (HPLC). Le système d’HPLC (Hewlett Packard 
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series 1050) est équipé d’un passeur automatique (Waters 717 Autosampler), d’une 
précolonne (Biorad Microguard) et d’une colonne de type H+ (Biorad HPX87H) qui effectue 
une séparation par échange d’ions et exclusion. L’analyse des échantillons est réalisée à 48 °C 
et un débit d’éluant (H2SO4 5 mM) de 0,5 ml.min-1. La détection est assurée par un 
spectrophotomètre UV (Perkin Elmer LC90Bio) à 210 nm pour le citrate, le lactate, l’acétate 
et le formiate et par un réfractomètre (Hewlett Packard series 1047A) pour le glucose et 
l’éthanol, tous 2 branchés en série. Les concentrations de ces composés dans les surnageants 
de culture sont déterminées grâce au dosage de solutions étalons. 
 
III.3 Dosage des acides aminés 
 
Les concentrations en acides aminés libres, hormis la cystéine, sont mesurées dans les 
surnageants de culture par AminoQuant HP1090. Le principe du dosage réside en une 
dérivatisation pré-colonne des acides aminés qui permet leur détection. Les acides aminés 
primaires forment un complexe avec l’acide orthophtaldéhyde (OPA) en présence d’acide 3-
mercapto-propionique et les acides aminés secondaires forment un complexe avec le 9-
fluorénylméthylchloroformate (FMOC). Les complexes sont ensuite séparés sur une colonne 
Hypersil-AA-ODS (200×2,1 mm, 5 µm, Agilent) selon leur degré d’hydrophobicité. Le 
système utilisé comprend un injecteur automatique thermostaté qui réalise la dérivatisation en 
ligne (prélèvement successif de 5 µl de tampon borate 0,4 N pH 10, 1 µl d’OPA, 1 µl 
d’échantillon et 1 µl de FMOC), une pompe 3 voies et un spectrophotomètre à barrettes de 
diode. Les acides aminés dérivatisés sont séparés à 40 °C grâce à un gradient binaire de 
tampons Na-acétate (20 mM, pH 7,2 ajusté à l’acide acétique 1 %) comprenant de l’EDTA 
(3,7 g.l-1), du tétrahydrofurane (0,3 % V/V) et de la triéthylamine (0,018 % V/V) pour l’un, et 
du méthanol (40 % V/V) et de l’acétonitrile (40 % V/V) pour l’autre. La détection se fait à 
338 nm pour les dérivés OPA et à 262 nm pour les dérivés FMOC. Les concentrations en 
acides aminés dans les surnageants de culture sont déterminées grâce au dosage de solutions 
étalons. 
 
Une précipitation des protéines au méthanol est nécessaire avant le dosage. Un volume 
d’échantillon est ajouté à 4 volumes de méthanol. Après incubation à 4°C pendant 12 h, une 
centrifugation de 10 min à 13000 rpm permet l’élimination des protéines. 
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IV. Mesure des activités enzymatiques 
 
IV.1 Préparation des extraits cellulaires 
 
Les extraits sont préparés selon le protocole décrit par Garrigues et al. (1997). Un 
échantillon de culture correspondant à 115 mg de cellules est prélevé puis centrifugé (6000 
rpm, 10 min, 4 °C). Le culot est lavé volume à volume avec du KCl 0,2 % (P/V) par 2 fois 
puis resuspendu dans 5 ml de tampon de cassage (tampon Tris (45 mM) - carballylate (15 
mM), glycérol (20 % V/V), MgCl2 (4,5 mM) et DTT (1 mM)). Les cellules sont conservées à 
-20 °C dans ce tampon jusqu’au cassage. 
Le cassage est réalisé à l’aide d’un sonicateur de haute densité (Bioblock Vibracell 
72412) : 5 cycles de cassage de 30 s (puissance 20 %) espacés d’une minute de 
refroidissement sont imposés aux cellules conservées à 4 °C. Les débris cellulaires sont 
ensuite éliminés par centrifugation (15000 rpm, 10 min, 4 °C). Les activités enzymatiques 
ainsi que la concentration en protéines sont dosées dans le surnageant. 
 
Les extraits cellulaires destinés au dosage de l’activité de la glycéraldéhyde-3-P 
déshydrogénase sont préparés dans une chambre anaérobie (N2-H2-CO2 : 80-10-10 %) depuis 
le prélèvement des cellules jusqu’au dosage d’activité. Un volume de culture correspondant à 
40 mg de cellules est prélevé en condition anaérobie, le culot est lavé comme décrit ci-dessus 
puis resuspendu dans 2,5 ml de tampon de cassage. Les cellules, maintenues à 4 °C, sont 
cassées dans la chambre anaérobie par sonication (Bioblock Vibracell 72434, puissance 30 %, 
4 cycles de 30 s espacés de 2 min de refroidissement) puis les débris cellulaires sont éliminés 
par centrifugation (12000 rpm, 10 min, T ambiante). 
 
IV.2 Dosage des activités enzymatiques 
 
Le dosage des activités enzymatiques, à l’exception de celui de la P-transacétylase 
(PTA), est basé sur le couplage des réactions d’intérêt avec des réactions d’oxydation du 
NADH ou de réduction du NAD+, qui peuvent être suivies par mesure de l’absorbance à 340 
nm. Le dosage de la PTA est couplé à la réduction de l’acide dithionitrobenzoïque (DTNB), 
suivie par mesure de l’absorbance à 405 nm. 
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Les dosages sont réalisés à l’aide d’un spectrophotomètre multi-cuves Hewlett Packard 
8453 permettant l’acquisition des cinétiques enzymatiques. Les réactions sont toutes réalisées 
à pH 7,2 et à 30 °C dans un volume final de 1 ml. Différentes dilutions de l’extrait cellulaire 
sont dosées de façon à vérifier la linéarité du dosage, c’est-à-dire la proportionnalité entre la 
vitesse enzymatique observée (pente de la droite DO en fonction du temps) et la quantité 
d’extrait présente. 
 
Les activités de la glukokinase (GLK), la glucose-6-P isomérase (PGI), la 
phosphofructokinase (PFK), la fructose-1,6-P2 aldolase (FBA), la triose-P isomérase (TPI), la 
3-P-glycérate kinase (PGK), la P-glycérate mutase (PGM), l’énolase (ENO), la pyruvate 
kinase (PK), la lactate déshydrogénase (LDH), l’acétate kinase (ACK), l’alcool 
déshydrogénase (ADHE) et la P-transacétylase (PTA) ont été déterminées selon la méthode 
décrite par Even et al. (2001). 
L’activité de la glycéraldéhyde-3P déshydrogénase (GAPDH) est mesurée dans une 
chambre anaérobie sur des extraits cellulaires spécifiques (§ IV.1) avec des solutions dégazées 
à l’azote. Le mélange réactionnel utilisé est celui décrit par Even et al. (2001). 
La méthode décrite par Cogan (1981) a été modifiée pour mesurer l’activité de la citrate 
lyase (CL). Le milieu réactionnel comprend du tampon K-phosphate (80 mM, pH 7,2), du 
MgCl2 (5 mM), du NADH (0,3 mM), de la lactate déshydrogénase (3,4 U) et de la malate 
déshydrogénase (3,3 U). Le citrate (5 mM) est utilisé pour initier la réaction. 
L’activité de la NADH oxydase (NADHox) est mesurée dans un milieu réactionnel 
comprenant du tampon Tris-HCl (100 mM), du MnSO4 (5 mM) et du NADH (0,6 mM). La 
réaction est initialisée par ajout de l’extrait (Cocaign-Bousquet et Lindley, 1995). 
 
IV.3 Dosage des protéines 
 
Les concentrations en protéines dans les extraits cellulaires sont déterminées par un 
dosage de Lowry (1951). Cette méthode est valable pour des concentrations de 0,01 à 0,1 g.l-
1. 
1 ml d’extrait à doser, dilué de façon adéquate, est incubé pendant 10 min à l’obscurité 
avec 3 ml de réactif préparé comme suit : 50 ml de solution de NaOH 0,1 N contenant 2 % 
(P/V) de Na2CO3 et 0,02 % (P/V) de tartrate de Na/K plus 1 ml de solution de CuSO4, 5 H2O 
(0,5 % P/V, contenant 1 goutte de H2SO4 concentré pour 100 ml de solution). Puis, 0,3 ml de 
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réactif de Fiolin-Ciocalteau, préalablement dilué 2 fois, sont ajoutés avant une incubation 
supplémentaire de 30 min à l’obscurité. L’absorbance à 750 nm est ensuite mesurée 
(spectrophotomètre SAFAS Monaco). 
Une gamme étalon de BSA est réalisée parallèlement aux dosages des échantillons pour 
accéder à la concentration en protéines des extraits. 
 
IV.4 Calcul des activités spécifiques 
 
L’activité spécifique (AS) relative à la biomasse (mmol.g-1.h-1) est calculée à l’aide de 
la relation suivante : 
PCT
][Protl
360.10DaAS ×××
××= ε  
avec : a : pente d’activité (DO.min-1), 
D : facteur de dilution de l’extrait dans l’essai enzymatique dans la cuve de dosage, 
ε : coefficient d’absorption moléculaire du NADH (εNADH, 340 nm=6,22.103 M-1.cm-1) ou 
du DTNB (εDTNB, 405 nm=13,6.103 M-1.cm-1), 
l : trajet optique (1 cm), 
[Prot] : concentration en protéines dans l’extrait déterminée par la méthode de Lowry 
(g.l-1), 
PCT : concentration des protéines cellulaires totales (g.g-1) ; 0,42 chez L. lactis IL1403 
(Even, 2001). 
 
V. Quantification des ARN messagers à l’échelle 
génomique 
 
La méthode de dosage des ARNm à l’échelle génomique sur membranes de nylon a été 
développée au cours de cette thèse, elle est donc présentée ici de façon détaillée. 
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V.1 Extraction et quantification de l’ARN total 
 
Un volume de culture correspondant à 6 mg de cellules est prélevé et directement 
congelé dans l’azote liquide (5 aliquots de culture sont systématiquement recueillis). Les 
échantillons sont conservés à -80 °C jusqu’au cassage des cellules. 
Préalablement au cassage, les cellules sont décongelées à 4 °C puis centrifugées (8000 
rpm, 5 min, 4 °C), lavées avec 1 ml de tampon TE (Tris-HCl (10 mM, pH 8), EDTA (1 mM)) 
et reprises dans 500 µl de tampon TE. Les cellules sont cassées à 4 °C par agitation 
mécanique assurée par un "minibead beater" (Biospec Products) en présence de billes de verre 
(Ø < 106 µm, 0,6 g), de SDS (0,5 %) et de phénol acide (500 µl, pH 4,5). 3 cycles de 1 min 
espacés de 3 min de refroidissement dans la glace sont appliqués. Les débris cellulaires et le 
phénol sont éliminés par centrifugation (13000 rpm, 25 min, 4 °C).  
La moitié de la phase aqueuse obtenue ci-dessus est purifiée avec le RNeasy Midi Kit 
(Qiagen) selon les instructions du fournisseur. Le protocole suivi comporte une étape de 
précipitation d’éventuels débris cellulaires, puis l’application de l’échantillon sur colonne de 
silice suivi d’étapes de lavage avant l’élution réalisée avec 250 µl d’H2O autoclavée (121 °C, 
20 min). Un traitement à la DNase I (Qiagen) est inclus lors de la procédure d’extraction pour 
éliminer l’ADN génomique, car nous avons observé que la présence d’ADNg affecte la 
qualité des hybridations ultérieures en causant des hybridations non spécifiques. 
L’ARN total obtenu est quantifié par mesure de l’absorbance à 260 nm (DO260) après 
dilution adéquate de l’ARN dans de l’eau pour rester dans la gamme de linéarité du 
spectrophotomètre (Hewlett Packard 8453, DO < 0,6). La concentration d’ARN (µg.µl-1) est 
obtenue grâce à la relation suivante : [ARN] = DO260 × 0,04 × facteur de dilution. La pureté 
de l’ARN est vérifiée par mesure de l’absorbance à 280 nm (1,8 < DO260 / DO280 < 2). La 
concentration d’ARN est également exprimée relativement à la biomasse : 
100106
210][
][ 3
6 ××
×××= −
−élution
X
VARN
ARN , où [ARN]X est la concentration cellulaire d’ARN 
total en g.100g-1 et Vélution est le volume après élution en µl. 
La qualité de l’ARN obtenu est vérifiée sur gel d’électrophorèse en conditions 
dénaturantes. Un volume d’ARN équivalent à 2 µg est incubé pendant 15 min à 65 °C avec 5 
µl de solution dénaturante (MESA 1,3 X, 21 % (V/V) formaldéhyde 37 %, 64 % (V/V) 
formamide, BET 0,17 mg.ml-1) puis rapidement refroidi dans la glace. L’échantillon est 
déposé avec 1,5 µl de tampon de charge (tampon Na-phosphate (10 mM, pH 7), bleu de 
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bromophénol 2 g.l-1) sur un gel d’agarose (1 % P/V) contenant 3,3 % (V/V) de formaldéhyde 
37 % et 10 % (V/V) de MESA 10 X. La migration est réalisée à 4 °C dans un tampon MESA 
1 X pendant 30 min à 100 V. La figure II.1 illustre le résultat obtenu dans le cas d’ARN 
dégradés (A) ou d’ARN de bonne qualité (B). 
 
A BM
Figure II.1 : Electrophorèse d’ARN totaux de L. lactis IL1403 réalisée en conditions 
dénaturantes. A : ARN totaux dégradés, B : ARN totaux de bonne qualité, M : marqueur de 
taille. 
 
V.2 Préparation des ADNc 
 
L’utilisation de support de type membrane de nylon, justifié ultérieurement, a orienté le 
choix de la méthode de marquage vers une rétrotranscription en présence de dCTP marqué au 
33P. Comme lors de toute méthode de quantification des messagers, une quantité constante 
d’ARN total est marquée. 
10 µg d’ARN total sont dénaturés pendant 5 min à 70 °C en présence d’amorces 
hexamèriques aléatoires (Invitrogen Life Technologies, 500 ng) et d’amorces spécifiques des 
ORFs de L. lactis (Eurogentec, 500 ng) dans un volume final de 24 µl. Après refroidissement 
rapide dans la glace, la rétrotranscription est réalisée pendant 1 h à 42 °C dans un volume total 
de 50 µl en présence de Superscript Reverse Transcriptase II (Invitrogen Life Technologies, 
300 U), de dCTP-[33P] (Amersham Biosciences, 50 µCi), de dATP, dGTP, dTTP (Sigma, 0,3 
mM chacun), de DTT (Invitrogen Life Technologies, 10 mM) et de First Strand Buffer 
(Invitrogen Life Technologies, 1 X). Une incubation additionnelle de 1 h à 42 °C est opérée 
après rajout de Superscript Reverse Transcriptase II (100 U) et de dCTP froid (Sigma, 0,1 
mM). La rétrotranscription est stoppée par incubation à 70 °C pendant 15 min. Les ARNm 
sont digérés par la RNase H (37 °C, 20 min, Invitrogen Life Technologies, 2 U) et les dNTP 
résiduels sont éliminés par purification sur colonne Microspin G25 (Amersham Biosciences). 
Les ADNc sont conservés à 4 °C jusqu’à l’hybridation. 
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Le mélange d’amorces aléatoires et spécifiques est utilisé pour assurer une efficacité 
optimale de la rétrotranscription tout en permettant une sélectivité préférentielle sur les 
ARNm par rapport aux ARNr ou aux ARNt. Le traitement à la RNase H a été adopté pour 
limiter les hybridations non spécifiques des ARNm (non marqués) pouvant fausser les 
signaux obtenus. 
 
V.3 Hybridation, détection et déshybridation 
 
V.3.1 Membranes de nylon 
 
Un support de type membrane de nylon a été choisi pour permettre la comparaison 
simultanée d’un nombre important de conditions, ce que ne permettent pas de faire les 
supports de type lame de verre puisque le marquage requis impose des comparaisons 2 à 2. 
L’utilisation des membranes permet également une fiabilité accrue (conditions de marquage et 
d’hybridation identiques pour tous les points étudiés). 
 
Le lot de PCR cibles a été conçu par la société Eurogentec (financement Génopôle 
Toulouse Midi-Pyrénées en 2001). 2053 PCRs spécifiques des ORFs de L. lactis sont 
disponibles, ce qui représente 89 % des séquences codantes identifiées dans le génome 
(Bolotin et al., 2001). Elles présentent une taille moyenne de 535 bp et des concentrations 
variant de 40 to 180 µg.ml-1. Les ORFs manquants représentent des gènes de petite taille (< 
100 bp), des gènes dupliqués dont un seul représentant a été conservé ou des gènes pour 
lesquels l’amplification par PCR a échoué (73 ORFs).  
Les cibles PCRs sont spottées en dupliquas sur des membranes de nylon chargées 
positivement (Roche) par la plateforme Transcriptome-Biopuces (INSA Toulouse). 4 dépôts 
par spot sont réalisés pour obtenir des quantités de cibles excédentaires par rapport aux sondes 
(ADNc). Les membranes spottées sont conservées à 4 °C dans du papier Saran. 
 
V.3.2 Hybridation, détection et déshybridation 
 
Préalablement à l’hybridation, les membranes sont lavées pendant 5 min dans 50 ml de 
SSPE 2 X (préparé à partir de SSPE 20 X : tampon Na-phosphate (200mM, pH 7,2) contenant 
3,6 M de NaCl et 20 mM d’EDTA) puis préhybridées pendant 3 h à 68 °C dans 5 ml de 
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tampon d’hybridation. Celui-ci est une solution de SSPE 5 X, SDS 2 % et Denhardt’s 1 X 
(préparé à partir de Denhardt’s 50 X : 1 % (P/V) de Ficoll 400, 1 % (P/V) de 
polyvinylpyrrolidone et 1 % (P/V) de BSA). Les ADNc marqués radioactivement sont 
dénaturés (95 °C, 10 min) puis immédiatement refroidis dans la glace. L’hybridation est 
menée pendant 15 h à 68 °C avec 5 ml de tampon d’hybridation contenant les ADNc marqués 
et dénaturés. 
Suite à l’hybridation, les membranes sont lavées avec 50 ml de tampon de lavage (SSPE 
0,5 X, SDS 0,2 %) 3 fois 5 min à température ambiante puis 3 fois 20 min à 68 °C. La 
solution de lavage est renouvelée entre chaque lavage et préchauffée pour les lavages à 68 °C. 
Les membranes séchées et emballées dans du papier Saran sont exposées à un écran 
autoradiographique dans des cassettes hermétiques pendant 3 j. Les écrans sont scannés sur un 
Phosphoimager (Storm 860, Molecular Dynamics) avec une résolution de 50 µm. 
 
Les membranes sont déshybridées avec 50 ml de solution de déshybridation (Tris-HCl 
(10 mM, pH 8), EDTA 1 mM et SDS 1 %) initialement bouillante pendant 15 min à 90 °C. 
Cette opération est renouvelée une 2ème fois avant stockage des membranes à 4 °C dans du 
papier Saran pour une utilisation ultérieure. Nous avons observé que 6 cycles 
d’hybridation/déshybridation peuvent être réalisés sans affecter la qualité du signal (ratios 
bruit de fond sur signal constants). 
 
V.4 Plan d’expérience 
 
Pour les différentes cinétiques d’adaptation étudiées, 4 points clés de la culture sont 
choisis et sont analysés simultanément depuis l’extraction d’ARN jusqu’au traitement des 
données. Ceci permet de limiter les erreurs liées à des variations de conditions expérimentales 
améliorant ainsi la fiabilité des comparaisons entre les points de culture. Comme présenté sur 
la figure II.2, 3 répétitions indépendantes (de l’extraction d’ARN à l’hybridation) sont 
réalisées pour permettre un traitement statistique des données. 
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A1 B1 C1 D1
A2 B2 C2 D2
A3 B3 C3 D3
A
C
B
D
Temps
Biomasse
3 extractions d’ARN et hybridation 
indépendantes
Figure II.2 : Représentation schématique du plan d’expérience adopté pour quantifier les 
ARNm lors de cultures de L. lactis. 
 
V.5 Traitement des données 
 
Les images des membranes sont quantifiées par S. Sokol (plateforme Transcriptome-
Biopuces, INSA Toulouse) pour accéder à l’intensité de tous les spots. Les valeurs brutes des 
signaux, associées aux noms de gènes correspondants, sont rendues accessibles sur le 
domaine utilisateur personnel du site Web de la plateforme (https://biopuce.insa-
toulouse.fr/macroarray/fr/). Les signaux sont ensuite traités en ligne comme souhaité grâce au 
logiciel BioPlot (développé par S. Sokol) et les résultats sont exportés dans des fichiers Excel 
pour une manipulation ultérieure des données. 
 
Une démarche rationnelle de traitement des données, schématisée sur la figure II.3, a été 
développée au cours de ce travail. Cette démarche est destinée à éliminer les faux positifs et 
sélectionner les gènes présentant des variations d’expression significatives. Le traitement des 
données est réalisé simultanément sur les 3 répétitions indépendantes pour les 4 points de 
culture. Pour plus de lisibilité, les répétitions seront référencées par "i" (1, 2 ou 3), les 
conditions par "j" (A, B, C ou D) et les gènes par "x". 
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Quantification
Elimination du bruit de fond
Filtre par seuil de détection
Normalisation/Standardisation
Abondance Concentration
Calcul des ratios d’expression
Test de Student (p-value)
Sélection Clustering
Figure II.3 : Traitement des données transcriptomiques obtenues après hybridation d’ADNc 
de L. lactis marqués radioactivement sur membranes de nylon. 
 
V.5.1 Elimination du bruit de fond 
 
Dans un premier temps, pour chaque spot de chaque membrane, l’intensité du bruit de 
fond local, définie comme l’intensité moyenne d’une couronne entourant le spot (3 pixels 
d’épaisseur à 2 pixels du spot), est retirée de l’intensité brute du spot pour accéder au signal 
lié à l’hybridation d’un ADNc marqué (BioPlot). 
 
V.5.2 Filtre par seuil de détection 
 
Dans un second temps, un seuil de détection est calculé pour chaque répétition i (1, 2 ou 
3). Pour cela, la moyenne (Vij) des intensités de spots est calculée sur les 176 spots vides de 
chaque membrane. Puis, le seuil de détection dans une répétition (SDi) est défini comme la 
moyenne plus 2 écarts-types des Vij relatives aux 4 conditions ( 4
∑
==
D
Aj
ij
i
V
SD + 2σ). Pour 
chaque répétition, les gènes dont les spots présentent une intensité inférieure au seuil de 
détection SDi sont écartés de l’analyse ultérieure. Ce traitement permettant d’éliminer les 
gènes dont l’expression est trop faible pour être détectée est réalisé dans Excel. 
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V.5.3 Normalisation ou standardisation 
 
La variabilité des signaux due aux conditions expérimentales (efficacité de 
rétrotranscription, intensité de la radioactivité, hybridation) doit être prise en compte pour 
n’interpréter par la suite que des variations d’intensité ayant une signification biologique. 
Ceci peut être réalisé en corrigeant les données de façon à prendre en compte les 
dissimilitudes techniques entre les membranes. Différentes méthodes existent et 2 approches 
complémentaires ont été adoptées dans ce travail. Elles sont appliquées en parallèle grâce au 
logiciel BioPlot. 
 
La première méthode corrige l’intensité d’un spot en la divisant par l’intensité moyenne 
de la membrane correspondante. L’intensité normalisée d’un spot correspondant au gène x est 
donc : 20532053
1
,,
,,
,, ×= ∑
=x
jix
jix
jixabondance
I
II . L’intensité moyenne de la membrane est représentative 
de la quantité d’ADNc, donc d’ARNm, dans les 10 µg d’ARN total initial. Cette méthode, qui 
est la plus largement utilisée lors d’études de type macroarray, permet donc d’observer la 
proportion d’un messager au sein de la population d’ARNm, c’est-à-dire son abondance. 
Cependant, elle est basée sur la supposition que l’expression globale des gènes dans la cellule 
est constante dans les différentes conditions de culture, c’est-à-dire qu’elle ne prend pas en 
compte la proportion d’ARNm dans l’ARN total ni la concentration en ARN total dans la 
cellule. Or, nous avons constaté que celles-ci peuvent varier de façon significative lorsque les 
conditions de culture sont altérées (cf. chapitres III et IV). Une deuxième méthode de 
normalisation des données est donc apparue nécessaire pour tenir compte de ces paramètres 
(proportion d’ARNm et concentration cellulaire en ARN total) dans l’analyse des données. 
Cette deuxième méthode corrige dans un premier temps l’intensité d’un spot en la 
divisant par l’intensité moyenne de la membrane de référence Ai (point de culture en phase 
exponentielle de croissance). Cette première correction permet de s’affranchir de la variabilité 
entre répétitions mais pas entre membranes d’une même répétition. Cette méthode ne réalise 
pas à proprement parler une normalisation des données mais plutôt une standardisation 
puisque, à l’exception des spots des membranes A, l’intensité des spots est corrigée par un 
paramètre ne se référant pas à la membrane sur laquelle ils sont présents. Dans un second 
temps, l’intensité standardisée des spots est multipliée par la concentration cellulaire de 
l’ARN total (§ V.1) relative au point de culture et à la répétition correspondants (A1, A2, A3, 
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B1, B2, …). Ce traitement permet d’accéder à la concentration d’un ARNm dans la cellule en 
unité arbitraire. Pour un gène x, cette concentration est donc calculée de la façon suivante : 
jitotal
x
Aix
jix
jixionconcentrat ARN
I
II ,2053
1
,,
,,
,, ][2053××= ∑
=
. 
 
V.5.4 Calcul des ratios d’expression et test de Student 
 
A partir de cette étape, le traitement est poursuivi soit sur les données normalisées 
(abondance, méthode 1) soit sur les données standardisées (concentration, méthode 2), que 
j’appellerai communément corrigées. Pour chaque gène, une valeur moyenne est calculée 
pour chaque point de culture sur les 2 spots dupliqués et les 3 répétitions. On obtient 
∑
=
+⋅= 3
1
,),2(,),1(
, 23
1
i
jixcorrigéejixcorrigé
jxmoyen
III  reflétant l’expression d’un gène dans une condition 
donnée. Pour certains études (cf. chapitres VI et VII), le traitement des données est 
interrompu à cette étape. 
 
Lorsque l’on souhaite accéder aux variations d’expression, ces valeurs d’Imoyen x,j sont 
transformées en logarithme pour permettre un traitement statistique ultérieur. Le ratio 
d’expression entre 2 points de culture est ensuite calculé pour chaque gène en prenant 
toujours le point de phase exponentielle en référence (A). Comme les valeurs ont été 
transformées en logarithme, les ratios d’expression B/A, C/A et D/A sont obtenus pour un 
gène x en calculant la différence log Imoyen x, B, C ou D - log Imoyen x, A. La significativité de ces 
ratios est évaluée grâce à un test de Student fournissant une p-value. 
 
V.6 Critères de sélection des données et clustering 
 
Selon l’étude entreprise, les intensités moyennes ou les ratios sont analysés. La 
sélection des gènes est réalisée dans le logiciel Excel sur les données exportées depuis BioPlot 
après traitement. 
 
Pour l’étude dynamique de l’adaptation de L. lactis à une condition de stress (cf. 
chapitres III et IV), les ratios d’expression sont analysés. Les gènes présentant au moins 2 
ratios d’expression mesurés (B/A, C/A et/ou D/A) et au moins 1 p-value associée à ces ratios 
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inférieure à 0,05 sont sélectionnés pour réaliser un clustering dans le logiciel Genespring. Ce 
clustering, ou classification, permet de regrouper les gènes présentant une évolution 
d’expression similaire lors de la culture. Différentes techniques de classification sont testées 
(classification hiérarchique ou K-means) avec différentes définitions de distance (euclidienne, 
Pearson ou Spearmann). 
Lorsque 2 conditions de culture uniquement sont comparées (un seul ratio d’expression 
par gène), les gènes dont le ratio d’expression présente une p-value inférieure à 0,05 sont 
conservés et analysés sans classification. 
 
Lorsque l’on s’intéresse aux concentrations d’ARNm dans la cellule dans une condition 
de culture donnée (A, B, C ou D, cf. chapitres VI et VII), les Imoyen x,j exprimées en 
concentration (correction par la méthode 2) sont utilisées, sans calcul de ratios. Ces données 
sont filtrées : seules les valeurs présentant un % d’erreur entre répétitions inférieur à une 
valeur seuil, définie comme le % d’erreur moyen sur tous les gènes plus 2 fois l’écart type, 
sont conservées pour analyse ultérieure. 
 
V.7 Linéarité et reproductibilité de la méthode 
 
La méthode reste linéaire, c’est-à-dire que le signal (intensité du spot) est proportionnel 
à la quantité d’ARN initial, tant que la quantité de cibles (spots) reste en excès par rapport aux 
sondes (ADNc). La quantité de cibles étant fixée par les paramètres de spottage, la quantité 
d’ARN total utilisée pour le marquage a été optimisée pour permettre une intensité de signal 
maximale tout en restant dans la zone de linéarité. Des hybridations sur membrane ont été 
menées après rétrotranscription sur 5, 10 et 17 µg d’un même ARN total. La proportionnalité 
du signal après hybridation est respectée entre 5 et 10 µg mais pas au-delà car 60 % des gènes 
présentent une atténuation du signal entre 10 et 17 µg. La valeur de 10 µg a donc été adoptée 
pour réaliser le marquage. 
Les % erreurs sur les valeurs de signaux obtenues ont été déterminés afin d’évaluer la 
précision de la méthode. Avant correction du signal, l’erreur entre les différentes répétitions 
pour un point de culture donné s’élève en moyenne à 28 %. Cette erreur moyenne atteint 20 % 
après normalisation des données (méthode 1, abondance) et 27 % après standardisation 
(méthode 2, concentration). La seconde méthode atténue peu l’imprécision technique de la 
mesure car elle fait intervenir les concentrations cellulaires en ARN total qui sont elles-
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mêmes déterminées avec une erreur moyenne de 10 %. Ces faibles % d’erreur indiquent que 
la méthode mise en place est reproductible et assure une bonne fiabilité des résultats 
interprétés. 
 
VI. Mesure de la stabilité des ARN messagers 
 
VI.1 Mesure à l’échelle génomique 
 
VI.1.1 Principe de la mesure et plan d’expérience 
 
La quantité d’un ARNm dans la cellule résulte d’un équilibre entre ses vitesses de 
transcription et de dégradation, la vitesse de dilution due à la croissance étant généralement 
négligeable (de l’ordre de l’heure, figure II.4). Ainsi, suite au blocage de la transcription, la 
concentration d’un messager est directement liée à sa vitesse de dégradation. Le suivi 
cinétique de la concentration d’un ARNm permet dans ces conditions d’accéder à sa constante 
de dégradation k ou à son temps de demi-vie t1/2 (figure II.4). 
 
Gène [ARNm]
Dégradation
Dilution
VD = k.[ARNm]
Transcription
Rifampicine
Figure II.4 : Principe de la mesure de la stabilité des ARNm. 
Ajout rifampicine (500 mg.l-1)
t0 t1 t2 t3 -k
ln [ARNm]
Temps
t1/2 = ln2 / k
t0 t1 t2 t3
 
La rifampicine, un antibiotique bloquant l’initiation de la transcription en empêchant la 
fixation du facteur sigma, est ajoutée dans le fermenteur au point de culture adéquat. Nous 
avons montré qu’une concentration finale de 500 mg.l-1 de rifampicine est nécessaire pour 
bloquer la transcription de façon effective. Des échantillons de culture sont prélevés, comme 
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décrit au paragraphe V.1, avant l’ajout de rifampicine (5 aliquots), pour constituer une 
référence, puis après l’ajout de rifampicine à des intervalles de 20 s pendant 5 min, 30 s entre 
5 et 10 min, et 1 min jusqu’à 45 min (1 aliquot par prélèvement). 
 
Un point de référence et 3 échantillons prélevés au cours de la cinétique de dégradation 
sont analysés simultanément. Les transcrits sont quantifiés dans ces 4 points en suivant les 
protocoles d’extraction, de rétrotranscription et d’hybridation sur membrane décrits ci-dessus 
(§ V.1 à 3). Un minimum de 3 répétitions indépendantes est réalisé. A l’exception des points 
de référence, les points de cinétique de dégradation diffèrent entre les répétitions puisque 
chaque prélèvement est unique. Le choix des points de cinétiques de dégradation à analyser 
est ajusté pour permettre d’observer une décroissance des signaux sur membranes 
significative entre les 4 points sans descendre en dessous du seuil de détection. Cet ajustement 
est réalisé a posteriori entre chaque répétition. 
 
VI.1.2 Traitement des données 
 
Comme précédemment, une démarche rationnelle du traitement des signaux obtenus a 
été développée. Les différentes répétitions sont dans ce cas traitées de façon indépendante car 
elles ne font pas intervenir les même temps de dégradation. 
 
Dans un premier temps, le bruit de fond est retranché des intensités brutes. Puis, les 
seuils de détection sont calculés comme précédemment sur les spots vides pour chaque point 
(t0, t1, t2 et t3) et les gènes présentant des spots d’intensité inférieure au seuil de détection sont 
éliminés. Sans correction des données, les valeurs d’intensités des spots sont moyennées sur 
les dupliquas pour obtenir l’intensité de chaque gène x (Ix) dans chaque point. Ces opérations 
sont réalisées dans BioPlot puis les données résultantes sont exportées dans Excel pour les 
traitements ultérieurs. 
La vitesse de dégradation des messagers étant exponentielle, les valeurs de Ix sont 
transformées en logarithme népérien pour faciliter les calculs ultérieurs. La constante de 
dégradation k d’un ARNm (en min -1) correspond à l’opposée de la pente de la droite ln(Ix) en 
fonction du temps (figure II.4). Cette pente est calculée par régression linéaire pour les gènes 
présentant au moins 3 valeurs d’intensité Ix au cours de la cinétique de dégradation (to, t1, t2 
et/ou t3). Les valeurs de k associées à un coefficient de détermination R2 supérieur à 0,7 sont 
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conservées. Le temps de demi-vie t1/2, représentant le temps en min nécessaire pour que la 
concentration d’un messager soit divisée par 2, est calculé de la façon suivante : t1/2 = ln2 / k. 
 
Finalement, les temps de demi-vie déterminés pour chaque gène dans les différentes 
répétitions sont mis en commun. Il est considéré que le t1/2 d’un messager est mesuré de façon 
reproductible si au moins 2 valeurs ont pu être obtenues avec un % erreur (écart-type / 
moyenne * 100) inférieur au seuil de précision fixé. Ce seuil a été défini comme la moyenne 
des % erreurs sur l’ensemble des transcrits. Il est donc susceptible de varier en fonction des 
conditions de culture dans lesquelles l’analyse de stabilité est menée. 
 
Au cours de l’étude de la stabilité des messagers dans différentes conditions de culture 
(cf. chapitre VI), des % erreurs avant filtrage des valeurs de t1/2 (seuil de précision) de 31 à 63 
% ont été obtenus. Les valeurs de t1/2 conservées pour analyse ultérieure présentent un % 
erreur moyen de 16 à 45 % selon les conditions de culture. 
 
VI.2 Technique de Northern 
 
VI.2.1 Préparation des sondes 
 
Des fragments d’environ 500 bp des gènes adhE, ccpA et tpi sont préparés par PCR 
avec les amorces présentées dans le tableau II.2. Les réactions PCR sont réalisées dans un 
volume final de 50 µl contenant 2 µg d’ADN génomique de L. lactis IL1403, 200 µM de 
chaque dNTP, 1 µM de chaque amorce, du tampon DyNAzyme Optimized 1 X (Finnzymes) 
et 1 U de DyNAzyme (Finnzymes). Les fragments sont amplifiés pendant 45 cycles définis 
comme suit : 30 s à 94 °C, 30 s à 56 °C, 1 min à 70 °C, avec un cycle final de 10 min à 70 °C. 
Les produits PCR sont purifiés par électrophorèse sur gel d’agarose à 2 % P/V. Les bandes 
attendues sont découpées et purifiées avec le kit "Wizard SV Gel and PCR Clean-up system" 
(Promega). 
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Tableau II.2 : Amorces utilisées pour l’amplification de fragments de 500 bp des gènes adhE, 
ccpA et tpi de L. lactis IL1403. 
Gène Amorces 
adhE 5’-ACCACAAGTTGCCATTGTTGACCC-3’ 5’-TTACCAGCAAATCCCATGAAGCG-3’ 
ccpA 5’-ACTTACTTCGCAGCGATTACTCGC-3’ 5’-TACTACTGCAGAAGTTGCTCCTCG-3’ 
tpi 5’-TTTTCCTCGCTCCTATGGCTTACC-3’ 5’-TCCACCGTATTGGATACGTACAGC-3’ 
 
Après vérification des fragments PCR purifiés par électrophorèse, ces sondes sont 
marquées radioactivement avec le kit Mégaprime comprenant les amorces aléatoires 
nonamériques, les nucléotides, la Klenow et le tampon de réaction (Amersham Biosciences). 
300 ng de PCR sont incubés 5 min à 100 °C avec 5 µl d’amorces puis refroidis rapidement 
dans la glace. Après ajout de 4 µl de CTP, GTP et TTP, 50 µCi d’ATP-[α-32P] (Amersham 
Biosciences), 5 µl de tampon de réaction et 2 U de Klenow, la réaction de marquage est 
réalisée dans un volume final de 50 µl à 37 °C pendant 15 min puis stoppée par ajout d’EDTA 
(20 mM). Les fragments marqués sont ensuite purifiés sur colonne S200HR (Amersham 
Biosciences). 
 
VI.2.2 Préparation des supports 
 
5 µg d’ARN total, extrait comme décrit précédemment, sont séparés sur gel 
d’électrophorèse en conditions dénaturantes (§ V.1). Les fragments d’ARN sont ensuite 
transférés sur une membrane de nylon chargée positivement (Roche), préalablement lavée au 
SSC 10 X (le SSC 20 X est une solution de NaCl 3 M et de trisodium citrate 0,3 M ajustée à 
pH 7), par capillarité ascendante en présence d’un tampon de transfert basique (NaOH 10 
mM, NaCl 3 M) pendant 4 h. La membrane est lavée dans du SSC 6 X et les ARN sont fixés 
par exposition aux UV (1 min). 
 
VI.2.3 Hybridation 
 
Les membranes portant l’ARN sont préhybridées pendant 3 h à 42 °C dans 5 ml de 
tampon d’hybridation (50 % (V/V) formamide, Denhardt’s 1 X, ADN de sperme de saumon 1 
mg.ml-1, SDS 0,3 %, tampon Na-phosphate (0,6 M, pH 6,7), SSC 5 X). Les sondes PCR 
marquées radioactivement sont dénaturées (95 °C, 5 min) puis refroidies rapidement dans la 
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glace. L’hybridation est menée pendant 16 h à 42 °C avec 5 ml de tampon d’hybridation 
contenant les sondes dénaturées. 
Suite à l’hybridation, les membranes sont lavées avec 50 ml de solution de lavage 1 
(SSC 2 X, SDS 0,1 %) 2 fois 15 min à température ambiante puis, avec 50 ml de solution de 
lavage 2 (SSC 0,1 X, SDS 0,1 %) 2 fois 15 min à 42 °C. Les membranes séchées et emballées 
dans du papier Saran sont exposées à un écran autoradiographique dans des cassettes 
hermétiques pendant 3 h. Les écrans sont scannés sur un Phosphoimager (Storm 860, 
Molecular Dynamics) avec une résolution de 50 µm. 
 
Les signaux obtenus pour chaque sonde sont quantifiés dans le logiciel ImageQuant. 
Après transformation des intensités obtenues en logarithme népérien, les valeurs obtenues 
sont utilisées pour déterminer les constantes de dégradation k et les t1/2 comme décrit 
précédemment. 
 
VII. Outils statistiques et bioinformatiques 
 
Les différents programmes et interfaces Web utilisés au cours de cette étude pour 
obtenir et manipuler les séquences nucléotidiques et pour réaliser des traitements statistiques 
sont listés ici. Leurs conditions d’utilisation ou les paramètres adoptés seront précisés dans les 
chapitres de résultats. 
 
• GenBank, www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=Nucleotide (numéro d’accession 
AE005179) : séquences du génome et des ORFs de L. lactis IL1403. 
• RSA-tools, http://rsat.ulb.ac.be/rsat/ : obtention des séquences des régions non traduites 
en 5’ et 3’ (menu "Retrieve sequence"), identification de motifs (menu "Pattern 
Discovery"). 
• CodonW, programme disponible gratuitement sur le site Web 
http://codonw.sourceforge.net/ : composition en bases nucléotidiques, calcul d’indices 
d’usage de codons. 
• GCUA, programme disponible gratuitement sur le site Web http://bioinf.may.ie/gcua/ : 
calcul d’indices d’usage de codons. 
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• Xlstat, version d’évaluation disponible sur le site Web http://www.xlstat.com/ : tests de 
normalité, tests de Student, corrélations de Pearson ou Spearman, analyse de variance 
ANOVA, analyse en composantes principales. 
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L. lactis est fréquemment soumis à des conditions de stress (acide, thermiques, 
osmotique, oxydatif, nutritionnels, etc) dans son environnement naturel et lors de son 
utilisation industrielle dans les procédés laitiers. Ces contraintes environnementales 
récurrentes ont probablement favorisé, chez L. lactis, le développement de mécanismes 
efficaces pour assurer sa survie dans des conditions de croissance hostiles. Les réponses au 
stress de ce micro-organisme ont été largement étudiées, cependant, bien que le carbone 
constitue une ressource nutritionnelle essentielle au développement de la cellule, la 
caractérisation de la réponse à la carence en carbone reste encore parcellaire chez L. lactis. La 
majorité des études menées se sont focalisées sur la régulation du métabolisme central 
(activités enzymatiques et intermédiaires glycolytiques, Poolman et al., 1987a; Kunji et al., 
1993) ou la caractérisation de l’état énergétique des cellules (pool d’ATP et force 
protomotrice, Poolman et al., 1987e). 
Chez L. lactis, la carence en glucose offre une protection accrue contre les stress 
thermique, acide, osmotique et éthanol (Hartke et al., 1994). Cet état de multi-résistance 
suggère la mise en place d’une réponse étendue, encore inexplorée bien que susceptible de 
jouer un rôle crucial dans les mécanismes de résistance au stress. Chez les micro-organismes 
modèles E. coli et B. subtilis, la carence en carbone induit une réponse générale au stress sous 
le contrôle des facteurs σ alternatifs σS et σB respectivement (Matin, 1991; Hecker et Volker, 
2001; Bernhardt et al., 2003). Néanmoins, l’absence de facteurs σ alternatifs de stress 
formellement identifiés chez L. lactis soulève la question de la nature des mécanismes de 
régulation impliqués lors de la carence en carbone. 
Lors de ce travail, pour caractériser de façon plus complète la réponse à la carence en 
carbone, l’étude du transcriptome a été menée lors de cultures en conditions contrôlées 
(composition du milieu, température, pH). Ceci assure une imposition progressive de la 
carence en glucose et cette approche dynamique permet d’observer la succession 
d’évènements survenant lors de la mise en place de la réponse. La réponse transcriptomique a 
été caractérisée dans des états physiologiques définis (taux de croissance, flux glycolytique, 
etc) grâce à la mesure au cours de la culture de divers indicateurs tels que les concentrations 
en biomasse, substrat, produits de fermentation, acides aminés ou enzymes du métabolisme 
central. 
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I. Caractérisation macroscopique de la réponse 
 
I.1 Cinétique de culture et paramètres de fermentation 
 
Des cultures de L. lactis IL1403 ont été menées à 30 °C et pH 6,6 sur milieu MCD 
contenant 10 g.l-1 (55 mM) de glucose. Les concentrations en biomasse, glucose, lactate et 
citrate ont été suivies tout au long de la culture (10 h, figure III.1), de même que les 
concentrations en acétate, formiate et éthanol. 
 
Temps (h)
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
G
lu
co
se
, L
ac
ta
te
 (m
M
)
0
20
40
60
80
100
B
io
m
as
se
 (g
.l-
1 )
0,0
0,5
1,0
1,5
2,0
A
rg
in
in
e 
(m
M
)
0,0
0,2
0,4
0,6
0,8
C
itr
at
e 
(m
M
)
0
1
2
3
4
Figure III.1 : Profils cinétiques obtenus lors de la culture de L. lactis IL1403 sur milieu MCD 
glucose : ▲ biomasse, ● glucose, ■ lactate, ○ citrate et ▼ arginine. 
 
Durant les 5 premières heures de culture, la croissance est exponentielle avec un taux de 
0,78 h-1 et la concentration en glucose chute de 55 à 14 mM. A partir de 5 h de culture, un 
ralentissement progressif de la croissance est constaté jusqu’à son arrêt à 6 h de culture 
lorsque le glucose s’épuise dans le milieu. Une phase stationnaire de "non-croissance", 
correspondant à la phase de carence en glucose, est ensuite observée jusqu’à 10 h de culture. 
Dans cette phase, la faible diminution de la concentration en biomasse, déterminée par mesure 
de la DO, ne semble pas liée à une réduction effective de la biomasse (lyse cellulaire) mais à 
des modifications morphologiques. L’observation des cellules au microscope révèle en effet 
une diminution notable de la taille des cellules lors de la carence en glucose. 
 
Le métabolisme reste homolactique tout au long de la culture car aucune production 
d’acétate, de formiate et d’éthanol n’a été détectée. Les vitesses spécifiques de consommation 
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de glucose et de production de lactate sont maintenues à un niveau maximal et constant de 
21,6 et 37,8 mmol.g-1.h-1 durant la phase exponentielle (0 à 5 h) puis diminuent 
progressivement lors du ralentissement de croissance entre 5 et 6 h de culture et sont nulles 
lors de la phase stationnaire. 
Le milieu MCD contient 2,6 mM de citrate d’ammonium. Le citrate pouvant constituer 
une source de carbone alternative au glucose, sa concentration a été mesurée tout au long de la 
culture. Le citrate n’est que très faiblement consommé durant la phase exponentielle et la 
phase de ralentissement alors que sa concentration diminue très rapidement en phase 
stationnaire jusqu’à épuisement du citrate après 2 h de carence (8 h de culture, figure III.1). 
 
Les concentrations en acides aminés dans le milieu ont été mesurées lors de la 
fermentation. A l’exception de l’arginine, tous les acides aminés restent présents en quantité 
suffisante dans le milieu jusqu’à la fin de la culture (10 h). Alors que la consommation de 
l’ensemble des acides aminés est stoppée lors de la carence en glucose, l’arginine est toujours 
utilisée par les cellules et sa concentration passe de 494 ± 29 µM à 6 h de culture à 0 µM à 7,5 
h (1,5 h de carence en glucose, figure III.1). Parallèlement, l’ornithine, formée à partir de 
l’arginine par la voie arginine déiminase (cf. figure I.1), n’est pas détectée lors de la phase 
exponentielle et du ralentissement, puis est produite en quantité équimolaire par rapport à 
l’arginine durant la phase de carence (concentration finale de 443 ± 36 µM). 
 
I.2 Activités enzymatiques 
 
Les activités spécifiques des enzymes de la glycolyse (GLK, PGI, PFK, FBA, TPI, 
GAPDH, PGK, PMG, ENO et PK) et du métabolisme en aval du pyruvate (LDH, ADHE, 
PTA et ACK) ont été mesurées en phase exponentielle de croissance (4,5 h de culture) et 
après 12 min (6,2 h) et 2,5 h de carence en glucose (8,5 h). A l’exception de la GLK, la 
GAPDH et la PGM, dont les activités semblent très légèrement accrues après 12 min et 2,5 h 
de carence, nous n’avons pas observé de variation significative d’activité (tableau III.1). 
Par ailleurs, l’activité de la citrate lyase reste très faible tout au long de la culture et 
aucune activité NADH oxydase n’a été détectée (tableau III.1). 
 
 
 
 87
III. Adaptation de L. lactis IL1403 à la carence en glucose 
Tableau III.1 : Activités spécifiques des enzymes de la glycolyse, du métabolisme du 
pyruvate, de la citrate lyase et de la NADH oxydase, en mmol.g-1.h-1, lors de la culture de L. 
lactis IL1403 sur milieu MCD glucose. 
Carence en glucose  Phase exponentielle (4,5 h)* 12 min (6,2 h)* 2,5 h (8,5 h)*
GLK 11,6 ± 0,5 16,1 ± 1,2 16,4 ± 2,5 
PGI 93,4 ± 34,6 141,0 ± 17,5 121,3 ± 6,3 
PFK 16,1 ± 0,9 20,2 ± 2,9 18,2 ± 2,4 
FBA 85,7 ± 4,1 96,5 ± 13,1 91,7 ± 18,6 
TPI 1819,8 ± 260,2 1715,7 ± 89,2 1446,8 ± 370,9 
GAPDH 59,6 ± 0,9 68,2 ± 3,4 68,1 ± 6,4 
PGK 70,9 ± 15,8 59,4 ± 27,0 68,7 ± 5,0 
PGM 133,8 ± 13,8 158,7 ± 16,7 176,2 ± 21,7 
ENO 94,1 ± 16,8 105,1 ± 2,0 91,9 ± 4,6 
PK 32,3 28,3 31,2 ± 3,8 
LDH 172,1 ± 16,0 123,9 ± 11,5 170,7 ± 36,2 
PTA 94,8 ± 23,0 94,6 ± 17,4 92,2 ± 11,8 
ACK 166,3 ± 96,4 177,0 ± 81,3 168,7 ± 35,0 
ADHE 0,4 ± 0,1 0,4 ± 0,0 0,3 ± 0,0 
CL 1,7 ± 2,5 3,5 ± 0,1 1,7 ± 0,2 
NADH ox 0 0 0 
* : temps de culture. 
 
II. Caractérisation transcriptomique de la réponse 
 
Pour caractériser de façon dynamique la réponse mise en place lors de l’adaptation de L. 
lactis à la carence en carbone, le transcriptome a été analysé à 4 points clés de la culture : à 4 
h de culture en phase exponentielle, à 5,75 h lors du ralentissement et après 1,25 h (7,25 h de 
culture) et 3,5 h (9,5 h de culture) de carence en glucose. 3 répétitions indépendantes ont été 
effectuées. 
 
II.1 Description générale des variations d’expression 
 
Lors de la culture, la concentration cellulaire en ARN total diminue de 11,7 g.100g-1 à 
7,6 g.100g-1 entre la phase exponentielle et le point de ralentissement puis se maintient 
lorsque le glucose est épuisé (tableau III.2). La proportion relative d’ARNm dans l’ARN total, 
estimée grâce à l’intensité moyenne des membranes, présente une diminution drastique (58 
%) lors du ralentissement de croissance qui s’accentue encore lors de la carence (tableau 
III.2). 
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Tableau III.2 : Concentrations en ARN total, proportions relatives d’ARNm et nombre de 
gènes détectés lors de la croissance de L. lactis IL1403 sur milieu MCD glucose et son 
adaptation à la carence en glucose. 
 Carence en glucose 
 
Phase 
exponentielle Ralentissement 1,25 h 3,5 h 
Temps de culture (h) 4 5,75 7,25 9,5 
ARN total (g. 100g-1) 11,7 ± 1,3 7,6 ± 0,8 8,2 ± 1,4 7,3 ± 0,8 
Proportion relative d’ARNm* 100 58 ± 1 43 ± 4 34 ± 22 
Nombre de gènes détectés 2032 1825 1684 1365 
* : ratios d’intensités moyennes des membranes réalisées à ARN total constant en prenant la phase exponentielle 
en référence. 
 
Le nombre de gènes détectés dans chaque point de culture est présenté dans le tableau 
III.2. Alors que 99 % des messagers représentés sur la membrane sont mesurés lors de la 
phase exponentielle, le nombre de gènes détectés diminue lors de l’adaptation à la carence en 
glucose. Comme décrit dans le chapitre Matériel et Méthodes, les données ont été traitées 
pour accéder à l’abondance de chacun des messagers. Après calcul des ratios d’expression en 
prenant le point de phase exponentielle en référence, leur évaluation statistique a permis de 
mettre en évidence les gènes sur ou sous-exprimés lors du ralentissement et après 1,25 h et 3,5 
h de carence (ratios > ou < à 1 avec une p-value < 0,05, tableau III.3). 
 
Tableau III.3 : Nombre de gènes sur et sous-exprimés lors de l’adaptation de L. lactis IL1403 
à la carence en glucose sur milieu MCD. 
 Carence en glucose 
 
Ralentissement 
1,25 h 3,5 h 
Surexprimés+ 101 154 145 
Sous-exprimés- 179 372 296 
+ : ratios d’expression > 1 associés à une p-value < 0,05 ; - : ratios d’expression < 1 associés à une p-value < 
0,05. 
 
14, 26 et 21 % des gènes présents sur la membrane voient l’abondance de leurs 
messagers varier significativement lors du ralentissement et après 1,25 et 3,5 h de carence en 
glucose respectivement. 101 à 154 gènes sont surexprimés alors que 179 à 372 sont sous-
exprimés (tableau III.3). Ces variations d’abondance révèlent que le contrôle de l’expression 
est majoritairement négatif lors de l’adaptation de L. lactis à la carence en glucose. 
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II.2 Analyse dynamique et classification 
 
Les ratios d’expression observés dans les 3 points de la cinétique d’adaptation 
(ralentissement, 1,25 et 3,5 h de carence) ont été analysés simultanément. 703 gènes 
présentent au moins une variation significative d’expression au cours de la cinétique 
d’adaptation à la carence en glucose, soit plus de 30 % du génome de L. lactis IL1403. Pour 
faciliter la caractérisation de la réponse à la carence, une méthode de classification 
hiérarchique a été employée. Ceci a permis de définir 9 clusters regroupant les gènes selon 
différents profils d’expression présentés dans le tableau III.4. 
 
Tableau III.4 : Nombre de gènes et profils d’expression médians dans les clusters obtenus 
après classification des gènes impliqués dans l’adaptation de L. lactis IL1403 à la carence en 
glucose sur milieu MCD. 
Ratios médians*
Carence en glucose Clusters Nombre de gènes Ralentissement 
1,25 h 3,5 h 
1 25 1,87 1,62 1,48 
2 17 1,77 1,08 1,05 
3 132 1,39 1,71 1,84 
4 52 1,07 1,57 1,71 
5 6 0,81 1,19 1,44 
6 61 1,22 0,54 0,46 
7 113 0,85 0,42 0,37 
8 208 0,66 0,49 0,52 
9 89 0,55 0,64 0,66 
* : médiane des ratios d’abondance calculés en prenant la phase exponentielle en référence. 
 
Les clusters 1 à 4 regroupent des gènes qui sont surexprimés dans les 3 points étudiés. 
Les 25 et 17 gènes des clusters 1 et 2 sont fortement surexprimés lors du ralentissement 
(ratios médians de 1,87 et 1,77) puis, dans les 2 points de carence, les niveaux d’expression 
diminuent très légèrement pour le cluster 1 et jusqu’à des ratios médians proches de 1 pour le 
cluster 2. Les clusters 3 et 4 présentent des gènes dont la surexpression s’accentue dans les 2 
points de carence jusqu’à des ratios médians de 1,92 et 1,74, après une surexpression en 
ralentissement modérée (ratio médian de 1,39) pour les 132 gènes du cluster 3 ou quasi-nulle 
(ratio médian de 1,07) pour les 52 gènes du cluster 4. A l’inverse, les 113, 208 et 89 gènes 
présents respectivement dans les clusters 7, 8 et 9 sont sous-exprimés dans les 3 points de la 
cinétique d’adaptation. Les gènes du cluster 7 présentent une sous-expression modérée lors du 
ralentissement (ratio médian de 0,85) qui s’accentue de façon notable dans les points de 
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carence. Les clusters 8 et 9 regroupent des gènes dont les profils d’expression sont assez 
similaires : des ratios médians de 0,49 à 0,66 sont observés dans les 3 points. Enfin, les gènes 
des clusters 5 et 6 présentent des profils d’expression transitoires. Les 6 gènes du cluster 5 
sont sous-exprimés lors du ralentissement puis surexprimés dans les 2 points de carence en 
glucose alors que les 61 gènes du cluster 6 présentent le profil inverse. 
 
II.3 Description fonctionnelle de la réponse transcriptomique 
 
La réponse à la carence en glucose est pléiotropique. En effet, l’ensemble des catégories 
fonctionnelles, définies par Bolotin et al. (2001), comportent 22 à 55 % de gènes dont 
l’expression varie dans les conditions étudiées. 
Parmi les gènes dont l’expression varie au cours de l’adaptation à la carence en glucose, 
214 gènes, soit 30 %, ne possèdent pas de fonction caractérisée. Ce nombre relativement 
élevé est en accord avec la proportion de gènes inconnus répertoriés dans le génome (37 %). 
Le rôle de ces gènes dans la réponse ne peut être évalué. Cependant, les gènes yceJ, yffB, 
ygiC, G, yhcC, yhjA, yjeD, ykhG, H, ykiE, ymcA, ynfG, yogI et yrbG doivent jouer un rôle 
crucial et mériteraient une attention particulière compte tenu de leurs ratios d’expression 
supérieurs à 1,5 dans les 3 points étudiés, et pouvant aller jusqu’à 6,8. 
 
II.3.1 Principales activités physiologiques 
 
II.3.1.1 Machinerie de traduction 
 
Les gènes codant pour la machinerie de traduction impliqués dans l’adaptation à la 
carence en carbone sont répertoriés dans le tableau III.5. Ceux-ci présentent une sous-
expression générale et très marquée. 30 gènes codant pour des protéines ribosomales sont 
sous-exprimés dès le ralentissement de croissance (ratio moyen de 0,58) et de façon plus 
marquée dans les 2 points de carence en glucose (ratios moyens de 0,37 et 0,34). Seul rpmGC, 
codant pour la protéine ribosomale L33, est surexprimé avec des facteurs très importants 
(tableau III.5). Par ailleurs, les gènes efp, fusA, infA, B, C, lepA, prfC et tsf, codant pour des 
facteurs de traduction, sont sous-exprimés lors du ralentissement avec un facteur moyen de 
0,61 qui s’accentue après 1,25 h et 3,5 h de carence (0,41 et 0,37). 8 gènes codant pour des 
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ARNt synthétases présentent des profils d’expression similaires avec des niveaux de sous-
expression moins marqués (tableau III.5). 
 
Tableau III.5 : Contrôle de l’expression des gènes impliqués dans la machinerie de traduction 
lors de l’adaptation de L. lactis IL1403 à la carence en glucose : ratios d’expression moyens 
lors du ralentissement de croissance et après 1,25 et 3,5 h de carence. 
Ratios moyens 
Fonction Gènes 
Ralentissement 1,25 h carence 3,5 h carence 
rplC, rplF, rplI, rplJ, rplK, rplL, rplQ, 
rplR, rplT, rplU, rplX, rpmA, rpmE, 
rpmF, rpmI, rpmJ, rpsA, rpsB, rpsC, 
rpsD, rpsE, rpsF, rpsG, rpsH, rpsI, 
rpsL, rpsM, rpsO, rpsP, rpsR 
0,58 0,37 0,34 Protéines 
ribosomales 
rpmGC - 2,19 4,04 
Facteurs de 
traduction 
efp, fusA, infA, infB, infC, lepA, prfC, 
tsf 0,61 0,41 0,37 
ARNt 
synthétases 
argS, aspS, gltX, glyS, hisS, lysS, pheT, 
proS 0,81 0,49 0,53 
- : non détecté. 
 
II.3.1.2 Machinerie de transcription 
 
Les gènes rpoA, B et E, codant pour les sous-unités α, β et δ de l’ARN polymérase, sont 
sous-exprimés avec des ratios moyens de 0,56, 0,33 et 0,17 lors du ralentissement et après 
1,25 et 3,5 h de carence en glucose. rpoC, codant pour la sous-unité β’, n’est sous-exprimé 
qu’à partir du premier point de carence. Les gènes greA, nusG, queA et rluD, codant 
également pour des fonctions impliquées dans la transcription, sont plus modérément sous-
exprimés (ratios moyens de 0,81, 0,61 et 0,61). 
Par ailleurs, les gènes vacB1 et B2, codant pour des ribonucléases non caractérisées, 
sont surexprimés progressivement lors de l’adaptation à la carence (ratios moyens de 1,41, 
1,84 et 1,86). 
 
II.3.1.3 Métabolisme des purines et pyrimidines 
 
30 gènes impliqués dans le métabolisme des purines et pyrimidines (voies de synthèse 
de novo ou voies de sauvetage) sont sous-exprimés lors de l’adaptation à la carence en 
glucose (tableau III.6). L’expression des gènes codant pour la synthèse de novo des purines 
(guaA, B, C, purA, B, C, D, E, F, H, K, L et N) et des pyrimidines (carA, B, pyrB, C, E, Z et 
thyA) est réprimée lors du ralentissement de croissance (ratios moyens respectifs de 0,57 et 
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0,73) puis diminue fortement après 1,25 et 3,5 h de carence en glucose (ratios moyens de 0,36 
à 0,42). 10 gènes participant aux voies de sauvetage sont également sous-exprimés dans les 3 
points étudiés, bien que de façon moins marquée lors de la carence (ratios moyens de 0,61 et 
0,63 après 1,25 et 3,5 h). 
De plus, les gènes pbuX et pyrP, codant pour des transporteurs de xanthine et d’uracile, 
présentent des ratios d’expression inférieurs à 0,7 dans les 3 points étudiés. La xanthine et 
l’uracile sont présents dans le milieu de culture et alimentent les voies de sauvetage des 
nucléotides. 
 
Tableau III.6 : Contrôle de l’expression des gènes du métabolisme des purines et pyrimidines 
lors de l’adaptation de L. lactis IL1403 à la carence en glucose : ratios d’expression moyens 
lors du ralentissement de croissance et après 1,25 et 3,5 h de carence. 
Fonction Gènes Ralentissement 1,25 h carence 3,5 h carence 
Synthèse de novo 
des purines 
guaA, guaB, guaC, purA, purB, 
purC, purD, purE, purF, purH, 
purK, purL, purN 
0,57 0,36 0,40 
Synthèse de novo 
des pyrimidines 
carA, carB, pyrB, pyrC, pyrE, 
pyrZ, thyA 0,73 0,37 0,42 
Voies de sauvetage adk, apt, deoB, deoC, gmk, hpt, nrdD, prsA, prsB, udp 0,68 0,61 0,63 
 
II.3.1.4 Division cellulaire 
 
Les gènes ezrA, ftsA, H, W1, Z, gidA, C et mesJ, codant pour un régulateur et des 
protéines de division cellulaire, présentent des ratios d’expression moyens de 0,68, 0,41 et 
0,48 en ralentissement et après 1,25 et 3,5 h de carence en glucose respectivement. Les gènes 
ftsX et gidB sont sous-exprimés uniquement à partir de 1,25 h de carence. 
 
II.3.1.5 Réplication 
 
Les gènes polC, dnaE, H et Q, codant pour les sous-unités α, α2, β et τ et ε de l’ADN 
polymérase III, ainsi que les gènes dnaC, hexA, recA, N et ssbB, impliqués dans la réplication, 
présentent un ratio d’expression moyen de 0,70 lors du ralentissement puis de 0,55 et 0,52 
après 1,25 et 3,5 h de carence. Les gènes cshA et hsdM, codant pour une hélicase et une 
enzyme de restriction, sont sous-exprimés uniquement dans les points de carence. A l’inverse, 
les gènes radC et ruvA, codant pour une protéine de réparation de l’ADN et une hélicase, sont 
surexprimés. radC présente des ratios de 1,54, 1,92 et 2,02. 
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II.3.1.6 Enveloppe cellulaire 
 
L’enveloppe cellulaire est constituée de la membrane cytoplasmique et de la paroi. 5 
gènes impliqués dans la synthèse de la membrane (bmpA, clsA, dgkA, plpA et C) sont sous-
exprimés dans les 3 points étudiés (ratios moyens de 0,63, 0,52 et 0,50) de même que 10 
gènes du métabolisme des acides gras (accC, D, fabD, F, G1, Z2, fadD, lplL, plsX et thiL, 
ratios moyens de 0,73, 0,54 et 0,49). Ceci est également le cas de 10 gènes codant pour la 
formation du peptidoglycane (acmA, C, D, asd, ddl, glmU, murA1, I, pbp2B et ponA, ratios 
moyens de 0,74, 0,56 et 0,57). 
 
Bien que les micro-organismes à Gram+ ne possèdent pas de membrane externe, L. 
lactis dispose de gènes codant pour la synthèse de polysaccharides de surface et de 
lipopolysaccharides. Les gènes pspB, rgpA, B, F, ycbB, F, ywaF et G sont sous-exprimés dans 
les 3 points étudiés (ratios moyens de 0,81, 0,50 et 0,52) alors que les gènes tagD1, ycbH, I et 
J ne sont sous-exprimés qu’après 1,25 et 3,5 h de carence (ratios moyens de 0,36 et 0,38). A 
l’inverse, les gènes icaA, mycA, yijG et yohJ sont surexprimés et présentent des ratios 
maximums variant de 1,39 à 3,16. 
 
II.3.2 Métabolisme carboné 
 
II.3.2.1 Glycolyse et utilisation du pyruvate 
 
Les gènes codant pour les enzymes glycolytiques sont majoritairement sous-exprimés 
lors de l’adaptation à la carence en glucose (tableau III.7). Les gènes enoA, fbaA, pgiA, pmg et 
tpiA sont sous-exprimés dès le ralentissement et de façon marquée dans les 2 points de 
carence (ratios moyens de 0,61, 0,38 et 0,32) alors que l’expression des gènes pyk et yjhF 
(codant pour une P-glycérate mutase) n’est réprimée que dans les 2 points de carence. Seuls 
gapA et yrjI (codant également pour une P-glycérate mutase) présentent une surexpression 
lors du ralentissement (ratios respectifs de 1,46 et 1,68) qui n’est pas maintenue en carence. 
10 gènes codant pour des enzymes en aval du pyruvate sont impliqués dans la réponse : 
ackA1, aldB, mae et pfl sont sous-exprimés dans les 3 points (ratios moyens de 0,63, 0,49 et 
0,56) ; adhE, frdC, pflA et pta sont sous-exprimés de façon marquée à partir des points de 
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carence (ratios moyens de 0,39 et 0,37). Seule l’expression des gènes adhA et aldC est induite 
(tableau III.7). 
Parallèlement, une sous-expression très marquée du gène ccpA, codant pour le 
régulateur central du métabolisme carboné, est observée (ratios de 0,88, 0,25 et 0,14). 
 
II.3.2.2 Utilisation de sources carbonées autres que le glucose 
 
a.Sucres alternatifs 
L’expression de gènes codant pour l’utilisation de sucres autres que le glucose, tels que 
le galactose, le lactose, le maltose, le ribose, le xylose ou le glucuronate, est essentiellement 
induite lors de la culture (tableau III.7). 8 gènes (galM, lacZ, malQ, rbsK, uxaC, xylX, ygjD et 
yidC) sont surexprimés dans les 3 points observés avec des ratios pouvant aller jusqu’à 3 
(tableau III.7). Les gènes ypbG, ypcA, ypdB et yrcA sont surexprimés uniquement lors du 
ralentissement (ratio moyen de 1,52). 
La surexpression de ces divers gènes s’accompagne d’une sous-expression des gènes 
kdgR et gntR, susceptibles de coder pour les répresseurs des opérons d’utilisation de 
glucuronate et de gluconate comme chez B. subtilis (Miwa et Fujita, 1988; Pujic et al., 1998). 
 
b.Citrate 
Les gènes citC, E et F, codant respectivement pour la citrate lyase ligase et les sous-
unités α et β de la citrate lyase, sont surexprimés lors du ralentissement (ratio moyen de 1,54) 
puis sous-exprimés lors de la carence (ratios moyens de 0,62 et 0,41). Parallèlement, le gène 
citR, codant pour le régulateur de la citrate lyase, présente une sous-expression marquée dans 
les 2 points de carence (ratios de 0,34 et 0,25). 
 
c.Métabolisme du glycérol 
Lors de l’adaptation à la carence en glucose, 4 gènes intervenant dans le métabolisme 
du glycérol sont surexprimés (tableau III.7). L’expression des gènes dhaL et M, codant pour 
des dihydroxyacétone kinases, est très fortement induite en ralentissement (ratios respectifs de 
7,10 et 3,91) et après 1,25 h de carence (ratios de 3,57 et 3,29) puis de façon moindre après 
3,5 h de carence. Les gènes glpD et K, codant respectivement pour la glycérol-3-P 
déshydrogénase et la glycérol kinase, sont eux modérément surexprimés dans les 3 points. De 
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plus, glpF1, codant pour un transporteur de glycérol, présente une forte induction 
d’expression (ratios de 2,70, 6,01 et 2,76). 
 
Tableau III.7 : Contrôle de l’expression des gènes du métabolisme carboné lors de 
l’adaptation de L. lactis IL1403 à la carence en glucose : ratios d’expression moyens lors du 
ralentissement de croissance et après 1,25 et 3,5 h de carence. 
Fonction Gènes Ralentissement 1,25 h carence 3,5 h carence 
enoA, fbaA, pgiA, pmg, tpiA 0,61 0,38 0,32 
pyk, yjhF 1,25 0,45 0,40 
gapA 1,46 1,04 0,79 
Glycolyse 
yrjI 1,68 1,28 1,32 
ackA1, aldB, mae, pfl 0,63 0,49 0,56 
adhE, frdC, pflA, pta 1 0,39 0,37 
adhA 1,60 1,47 1,61 
Utilisation du pyruvate 
aldC 1,32 2,09 - 
galM 
lacZ 
malQ 
rbsK 
uxaC 
xylX 
ygjD 
yidC 
1,16 
1,06 
1,61 
2,48 
0,99 
1,59 
1,92 
1,29 
1,45 
3,03 
1,58 
1,47 
1,07 
1,83 
2,25 
1,76 
1,51 
1,64 
1,97 
1,47 
1,45 
1,72 
- 
1,77 
Utilisation de sucres 
alternatifs 
ypbG, ypcA, ypdB, yrcA 1,52 0,52 0,41 
Utilisation du citrate citC, citE, citF 1,54 0,62 0,41 
Métabolisme du glycérol 
dhaL 
dhaM 
glpD, glpK 
7,10 
3,91 
1,25 
3,57 
3,29 
1,32 
1,68 
1,84 
1,44 
- : non détecté. 
 
II.3.2.3 Transport de sucres 
 
Les gènes ptsH et I, codant pour les enzymes communes Hpr et PtsI des systèmes PTS, 
sont sous-exprimés de façon marquée dans les 3 points étudiés (ratios de 0,37, 0,28 et 0,32). 
La sous-expression du gène ptnAB, codant pour l’enzyme EII A du PTS mannose, 
transportant également le glucose, survient seulement dans les 2 points de carence (ratios de 
0,24 et 0,19). 
 
A l’inverse, les gènes codant pour des transporteurs de sucres autres que le glucose sont 
en majorité surexprimés. Les gènes ptcB, C et yidB, codant pour le PTS cellobiose, sont 
surexprimés lors du ralentissement (ratio moyen de 1,45). L’expression de 4 gènes impliqués 
dans le transport de ribose, de xyloside ou de sucres est induite : msmK et rbsA sont fortement 
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surexprimés lors du ralentissement (ratios respectifs de 2,83 et 2,22) puis de façon moindre 
dans les 2 points de carence, alors que rbsC et xynT sont surexprimés de façon progressive 
pour atteindre des ratios de 1,44 et 1,93 à 3,5 h de carence. De plus, 3 gènes codant pour des 
transporteurs de sucres non caractérisés, yngF, ypbD et ypdA, sont surexprimés de façon 
transitoire lors du ralentissement (ratios moyens de 1,43, 0,50 et 0,34). 
 
II.3.3 Métabolisme des acides aminés 
 
II.3.3.1 Biosynthèse et transport des acides aminés 
 
On n’observe pas de profil d’expression dominant pour les gènes codant pour les voies 
de biosynthèse des différents acides aminés. Les gènes aroA, C, E, H, asnB, H, aspB, C, cysE, 
glnA, glyA, ilvB et serC sont sous-exprimés avec des facteurs moyens de 0,66, 0,51 et 0,50 
lors du ralentissement et après 1,25 et 3,5 h de carence en glucose respectivement alors que 
les gènes cysD, hisD, leuC, metB1, trpB, E et tyrA sont surexprimés dans ces 3 points (ratios 
moyens de 1,37, 1,49 et 1,50). Toutefois, la voie de l’arginine ne présente que des gènes 
surexprimés : l’expression de argC, D et G est induite lors du ralentissement (ratios respectifs 
de 1,54, 1,87 et 1,43) et après 1,25 h de carence (ratios de 2,07, 1,78 et 1,23). 
Les gènes ctrA, ydgB, C, yibG, yjgC, D, ylcA et yvdF, codant pour des transporteurs non 
caractérisés d’acides aminés, sont sous-exprimés dans les 3 points étudiés avec des facteurs 
moyens de 0,83, 0,50 et 0,52. 
 
II.3.3.2 Catabolisme des acides aminés 
 
De façon remarquable, on observe une induction très forte de l’expression de 4 gènes 
codant pour l’ensemble des enzymes de la voie arginine déiminase (tableau III.8). Les gènes 
arcA, B, C1, codant respectivement pour l’arginine déiminase, l’ornithine 
carbamoyltransférase et la carbamate kinase et argF, codant pour une seconde ornithine 
carbamoyltransférase, présentent ainsi des ratios d’expression très élevés lors du 
ralentissement (de 1,76 à 5,79) qui diminuent ensuite modérément. 
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Tableau III.8 : Contrôle de l’expression des gènes codant pour les enzymes de la voie arginine 
déiminase lors de l’adaptation de L. lactis IL1403 à la carence en glucose : ratios d’expression 
lors du ralentissement de croissance et après 1,25 et 3,5 h de carence. 
Fonction Gène Ralentissement 1,25 h carence 3,5 h carence 
Arginine déiminase arcA 5,11 3,21 2,13 
Carbamate kinase arcC1 3,05 3,06 1,98 
Ornithine carbamoyltransférase arcB argF
5,79 
1,76
3,26 
1,98 
2,45 
1,32
 
II.3.3.3 Système protéolytique 
 
Les gènes pepC, N et XP, codant pour des peptidases du système protéolytique, sont 
modérément sous-exprimés lors du ralentissement (ratio moyen de 0,87) puis de façon plus 
nette après 1,25 et 3,5 h de carence en glucose (ratios moyens de 0,36 et 0,37). Parallèlement, 
le gène optA, codant pour le transporteur Opt d’oligopeptides, est sous-exprimé dès le 
ralentissement et le reste en carence alors que l’expression de oppC, codant pour le 
transporteur Opp d’oligopeptides, est progressivement induite lors de la cinétique (ratios de 
1,02, 1,30 et 1,59). 
Le gène codY, codant pour le régulateur du système protéolytique de L. lactis, est sous-
exprimé de façon très marquée après 1,25 et 3,5 h de carence (ratios de 0,37 et 0,16). 
 
II.3.4 Gènes de stress 
 
La carence en glucose conférant la résistance à de nombreux stress chez L. lactis 
(Hartke et al., 1994), une attention particulière a été portée aux gènes habituellement 
impliqués dans les réponses au stress. 
 
II.3.4.1 Chaperonnes et protéases 
 
L’expression de 3 gènes codant pour des chaperonnes est réprimée : dnaK et groES  
présentent des facteurs de sous-expression de 0,52 à 0,29, de même que grpE qui est sous-
exprimé dans les 3 points étudiés (ratios de 0,86, 0,60 et 0,40). L’expression du gène hrcA, 
codant pour le répresseur des chaperonnes, est réprimée avec des facteurs de 0,80, 0,58 et 
0,41 lors du ralentissement et des 2 points de carence, en accord avec la présence de hrcA sur 
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l’opéron hrcA-grpE-dnaK. Notons que l’expression du gène groEL ne peut être estimée au 
cours de cette étude car sa cible est absente des membranes de nylon utilisées. 
De plus, les gènes clpP et E, codant pour les protéases Clp impliquées dans la 
dégradation de protéines mal repliées, sont sous-exprimés (ratios moyens de 0,81, 0,56 et 
0,44). Le gène htrA, codant pour l’unique protéase de surface de L. lactis, est sous-exprimé 
après 1,25 et 3,5 h de carence (ratios de 0,62 et 0,40). 
 
II.3.4.2 Stress oxydatif 
 
Les gènes ahpC, cpo et sodA, codant pour 2 peroxydases et la superoxyde dismutase 
impliquées dans la détoxification du cytoplasme en stress oxydatif, sont sous-exprimés dès le 
ralentissement (ratio moyen de 0,71). 
 
D’autre part, les gènes cydA, nifS et yviC, participant au mécanisme de respiration, sont 
sous-exprimés dans les 2 points de carence (ratios moyens de 0,67 et 0,66). De même, 7 gènes 
participant au métabolisme oxydatif, noxB, D, ybiE, ycgG, yhgA, yphC et yugC, codant pour 
des oxydases ou des oxydoréductases, sont sous-exprimés avec des ratios moyens de 0,78, 
0,41 et 0,39. Cependant, 6 autres gènes du métabolisme oxydatif sont surexprimés dans les 3 
points (noxC, poxL, ycdG et yddB, ratios moyens de 1,35, 1,64 et 1,89) ou lors du 
ralentissement (yrjB et C, ratio moyen de 1,64). On observe également une induction de 
l’expression de pdhB (ratios de 1,87, 1,56 et 1,13), codant pour la sous-unité β de la pyruvate 
déshydrogénase habituellement exprimée en présence d’oxygène. 
Notons que, malgré la surexpression du gène noxC, codant pour une NADH oxydase, 
cette activité enzymatique n’a pas été détectée lors de la culture (tableau III.1). 
 
II.3.4.3 Stress osmotique 
 
Les gènes busAA et R, codant respectivement pour le transporteur de glycine-bétaïne et 
pour le régulateur associé, présentent des ratios d’expression variant de 0,93 à 0,66. 
Les gènes potA et C, codant pour un transporteur ABC de la spermidine et de la 
putrescine qui est actif en condition de stress osmotique chez E. coli (Schiller et al., 2000), 
sont sous-exprimés dans les 3 points étudiés (ratios moyens de 0,65, 0,38 et 0,39). 
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II.3.4.4 Stress acide 
 
Les gènes atpB, G et H, codant pour les sous-unités α, γ et δ de l’ATP synthétase 
impliquée dans la réponse au stress acide, sont sous-exprimés après 1,25 et 3,5 h de carence 
avec des facteurs moyens de 0,48 et 0,59. 
 
II.3.4.5 Transporteurs "Multidrug Resistance" 
 
6 gènes codant pour des transporteurs "Multidrug Resistance", dont la fonction précise 
n’est pas caractérisée, sont surexprimés. ydiC et ypiB sont surexprimés à 3,5 h de carence 
(ratio moyen de 1,46), yniC est surexprimé dans les 2 points de carence (ratios de 1,61 et 
1,79) alors que les gènes napC, ycdH et yxbD sont surexprimés lors du ralentissement (ratios 
respectifs de 1,35, 1,39 et 6,26) et dans les 2 points de carence (ratios moyens de 1,91 et 
2,10). 
 
II.3.5 Autres réponses 
 
II.3.5.1 Transport 
 
Différents gènes codant pour des transporteurs ont déjà été évoqués, cependant certains 
d’entre eux ne sont pas répertoriés dans les fonctions métaboliques présentées précédemment. 
Les gènes pstA et B, codant pour le transport du phosphate, sont sous-exprimés lors de 
la carence en glucose (ratios moyens de 0,57 et 0,46 après 1,25 et 3,5 h). Le gène yafB, codant 
pour un transporteur de sulfate, est surexprimé de façon marquée dans les 2 points de carence 
(ratios de 2,32 et 1,94). De plus, 13 gènes codant pour des transporteurs de cations voient leur 
expression varier lors de la cinétique : 8 sont sous-exprimés dans les 3 points étudiés alors que 
5 (ydaE, yddA, yfgQ, yndG et ypbB) sont surexprimés avec des ratios variant de 1,43 à 2,28. 
Enfin, 16 gènes codant pour des transporteurs de fonction inconnue sont impliqués dans 
la réponse à la carence en glucose : 9 sont sous-exprimés et 7 sont surexprimés. Les gènes 
yijC, D, yjjD et ywiH présentent notamment des ratios d’expression respectifs de 2,80, 2,69, 
1,84 et 2,07 lors du ralentissement. 
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II.3.5.2 Gènes de compétence 
 
De façon remarquable, l’expression de 5 gènes de compétence (comEA, GA, GB, X et 
radA), parmi les 13 présents sur le génome, est induite de façon progressive lors de la culture 
(tableau III.9) alors qu’aucune sous-expression n’est observée. On remarque notamment une 
surexpression marquée (ratio de 2,09 à 3,5 h de carence en glucose) du gène comX codant 
pour un facteur σ alternatif. 
Il faut souligner que, malgré l’induction de ces gènes de transformation, nous n’avons 
pas mis en évidence d’état de compétence lors de la culture de L. lactis IL1403 sur milieu 
MCD glucose (tests d’incorporation dans la cellule d’ADN marqué avec de l’ATP-[α-P32] non 
présentés). 
 
Tableau III.9 : Contrôle de l’expression des gènes de compétence lors de l’adaptation de L. 
lactis IL1403 à la carence en glucose : ratios d’expression lors du ralentissement de 
croissance et après 1,25 et 3,5 h de carence. 
Gène Ralentissement 1,25 h carence 3,5 h carence 
comEA 1,31 1,71 1,99 
comGA 1,51 1,89 1,64 
comGB 1,30 1,71 - 
comX 1,41 1,73 2,09 
radA 1,19 1,41 1,47 
- : non détecté. 
 
Par ailleurs, le gène nucA présente des ratios d’expression de 1,16, 1,75 et 1,72 en 
ralentissement et après 1,25 et 3,5 h de carence. La fonction exacte de ce gène, codant pour 
une nucléotidase, n’est pas caractérisée chez L. lactis, cependant, chez B. subtilis, NucA 
participe au mécanisme de transformation (Provvedi et al., 2001). 
 
II.3.5.3 Gènes codant pour des fonctions phagiques 
 
48 gènes codant pour des fonctions phagiques sont surexprimés de façon progressive 
lors de la cinétique d’adaptation. Des ratios moyens d’expression de 1,33, 1,71 et 1,89 sont 
observés respectivement dans les 3 points étudiés. 
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II.3.6 Régulateurs 
 
44 gènes codant pour des régulateurs présentent des variations d’expression lors de 
l’adaptation à la carence en carbone. 
Parmi eux, on retrouve 7 gènes codant pour des systèmes à 2 composants. Les gènes 
llr/kinB et llrC sont sous-exprimés dès le ralentissement alors que llrA n’est sous-exprimé 
qu’à partir de 1,25 h de carence. Les gènes codant pour le système E présentent des profils 
opposés : kinE est sous-exprimé dans les 3 points alors que llrE est nettement surexprimé à 
1,25 h de carence (ratio de 2,05). llrH est, lui, fortement surexprimé dans les 2 points de 
carence (ratios de 2,04 et 2,25 à 1,25 et 3,5 h respectivement). 
Les gènes codant pour des régulateurs dont la fonction est connue ou supposée ont été 
évoqués précédemment, à l’exception de relA, codant pour la (p)ppGpp synthétase, qui 
présente des ratios de 0,58 et 0,67 lors du ralentissement et après 1,25 h de carence. 
La fonction des gènes restants n’étant pas connue, il est délicat de discuter leur 
participation dans la réponse à la carence en carbone. Cependant, les gènes rcfB, rliDB, yabA, 
B, yfeA, yjfE, yohC et ysgA doivent jouer un rôle primordial dans les phénomènes de 
régulation en réponse à la carence car ils présentent des ratios de surexpression élevés (de 
1,74 à 3,74). 
 
III. Discussion 
 
Lors de ce travail, nous avons pu observer la réponse de L. lactis à une imposition 
progressive et naturelle de la carence en carbone. Cette carence est en effet le résultat de la 
consommation du glucose par la bactérie elle-même lors de sa croissance. L’adaptation à cette 
contrainte a pu être caractérisée pour la première fois de façon exhaustive chez L. lactis par 
l’analyse du transcriptome complet grâce à une méthode de macroarray. 
 
III.1 Dynamique de la réponse 
 
Une approche dynamique d’imposition de la carence en glucose a été adoptée pour 
pouvoir observer la succession d’évènements survenant lors de la réponse. La diminution de 
la concentration en glucose affecte la physiologie cellulaire avant même que ce composé soit 
épuisé. Un ralentissement de la croissance et de l’activité catabolique a ainsi été observé dès 
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que la concentration en glucose atteint une valeur de 14 mM. Ce ralentissement s’accompagne 
d’une réorganisation importante de l’expression puisque des variations d’expression ont été 
observées pour 14 % des messagers à 5,25 h de culture. Ceci révèle que des senseurs fins de 
la concentration en glucose existent et que la cellule établit une réponse précoce, préalable au 
stress. Lorsque le glucose s’épuise dans le milieu, la croissance et le catabolisme sont 
immédiatement stoppés et le contrôle de l’expression des gènes, amorcé lors du 
ralentissement, s’accentue. En effet, la plupart des gènes sous-exprimés à 5,75 h de culture 
voient leurs sous-expressions s’accroître (clusters 7 et 8). De même, la majorité des gènes 
surexprimés lors du ralentissement présentent une surexpression accentuée à 1,25 h de 
carence en glucose (clusters 3 et 4). En revanche, une fois que la carence en carbone est 
établie (entre 6,25 et 9,5 h de culture), l’expression varie de façon moindre. 
L’approche dynamique et progressive adoptée lors de cette étude révèle ici son intérêt 
puisqu’elle a permis de décrire la cinétique d’adaptation (2 réorganisations successives et 
cumulatives de l’expression suivies d’une phase de maintien) et de souligner la précocité de la 
réponse. 
 
III.2 Fonctionnalité de la réponse 
 
L’analyse des variations d’expression des gènes participant aux différentes activités 
métaboliques de la cellule permet de révéler 3 types de réponse : une réponse négative 
globale, des réponses spécifiques de l’épuisement du glucose et des réponses non directement 
liées à l’absence de source carbonée (Redon et al., 2005a). 
 
III.2.1 Réponse globale 
 
Suite au ralentissement puis à l’arrêt de la croissance, l’expression de gènes impliqués 
dans les fonctions physiologiques principales est réprimée, suggérant une réduction de leurs 
activités. La transcription doit être ralentie lors de l’adaptation à la carence en glucose puisque 
tous les gènes codant pour sa machinerie sont sous-exprimés, dont rpoA, B, C et E qui codent 
pour l’ARN polymérase. Ce ralentissement probable de la transcription est cohérent avec la 
diminution de la concentration en ARN total observée (tableau III.2). Cependant, celle-ci ne 
doit pas être entièrement stoppée puisque certains gènes sont surexprimés lors de la réponse. 
D’autre part, la sous-expression massive des gènes codant pour 30 protéines ribosomales, 8 
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facteurs de traduction et 8 ARNt synthétases, représentant 47 % de l’appareil de traduction de 
L. lactis, indique que la traduction est probablement réduite lorsque le glucose est épuisé. 
Ceci est en accord avec la réduction d’un facteur 15 de la vitesse de traduction observée lors 
des 2 premières heures de carence en galactose chez L. lactis ML3 (Kunji et al., 1993). Le 
gène rpmGC est nettement surexprimé au cours de la réponse, suggérant que la protéine 
ribosomale L33 joue un rôle particulier, qui reste à déterminer, lors de la réponse. 
Parallèlement, la vitesse de biosynthèse des nucléotides doit être freinée. En effet, 81 et 58 % 
des gènes codant respectivement pour les voies de biosynthèse de novo des purines et des 
pyrimidines dans le génome participent à la réponse. Ceux-ci sont nettement sous-exprimés, 
tout comme 10 gènes de voies de sauvetage et les gènes pbuX et pyrP, codant pour les 
transporteurs de xanthine et d’uracile alimentant ces voies. Par ailleurs, la division cellulaire 
est affectée comme le souligne la sous-expression de 10 gènes impliqués dans ce mécanisme. 
La réplication apparaît également altérée, bien que de façon moins marquée, comme le révèle 
la sous-expression de 11 gènes impliqués dans ce processus dont polC, dnaE, H et Q codant 
pour l’ADN polymérase III. Enfin, la formation de l’enveloppe cellulaire est certainement 
limitée lors de la carence en glucose puisque 25 gènes codant pour le métabolisme des acides 
gras et la biosynthèse de la membrane et du peptidoglycane sont sous-exprimés. Cependant, 
l’induction de l’expression de gènes codant pour des polysaccharides de surface suggère que 
des modifications de la signalétique cellulaire extérieure pourraient survenir. 
Le ralentissement suggéré de ces diverses activités physiologiques (transcription, 
traduction, synthèse de nucléotides et de l’enveloppe cellulaire, division cellulaire et 
réplication) est cohérent avec le ralentissement puis l’arrêt de croissance suite à l’apparition 
de la carence en glucose, puisque ces activités sont typiquement liées au développement de la 
cellule. Le contrôle négatif de ces processus s’apparente au mécanisme de réponse stringente, 
bien caractérisé chez E. coli et B. subtilis (Cashel et Rudd, 1987; Chang et al., 2002; Eymann 
et al., 2002). La réponse stringente est classiquement observée lors de carences en acides 
aminés, toutefois son induction lors de la carence en glucose a été relatée chez B. subtilis 
(Bernhardt et al., 2003) et S. aureus (Crosse et al., 2000) et son implication dans toute 
condition affectant la croissance a été suggérée chez E. coli (Chang et al., 2002). 
 
Par ailleurs, la carence en carbone confère chez L. lactis une résistance à différents 
stress (acide, thermique, osmotique, éthanol ou oxydatif, Hartke et al., 1994), suggérant 
l’induction d’une réponse générale au stress. Cependant, lors de notre étude, nous n’avons pas 
mis en évidence d’induction des chaperonnes DnaK, GroES et GrpE, dont les messagers sont 
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sous-exprimés. De même, les gènes clpE et P, codant pour les protéases Clp normalement 
impliquées dans la dégradation de protéines mal repliées en condition de stress thermique ou 
acide (Frees et Ingmer, 1999), sont sous-exprimés. Le gène codant la protéase HtrA, 
participant à la lutte contre divers stress est également sous-exprimé, en accord avec les 
observations de Foucaud-Scheunemann et Poquet (2003). De plus, les gènes spécifiques de la 
lutte contre les stress acide (atpB, G et H), osmotique (busAA), oxydatif  (cpo, tpx et sodA) ou 
le gène yjbE codant pour une protéine générale de stress sont sous-exprimés. Ceci reste en 
accord avec la littérature qui n’a jamais décrit de participation de ces gènes ou de leurs 
protéines lors de la carence en carbone chez L. lactis. Nos observations révèlent que les 
mécanismes de résistance au stress mis en place lors de la carence en glucose (Hartke et al., 
1994) ne font pas intervenir les réponses classiquement observées en condition de stress. Les 
phénomènes mis en jeu dans l’acquisition de protections croisées lors de la carence en 
carbone restent donc encore à déterminer. 
Chez B. subtilis, la réponse générale au stress est induite en condition de carence en 
carbone sous le contrôle de σB (Hecker et al., 1996; Bernhardt et al., 2003). Le régulon σB 
comprend plus de 150 gènes dont les fonctions sont encore incomplètement caractérisées. 
Cependant, il semble que ces gènes soient essentiellement impliqués dans les mécanismes de 
régulation, le transport, le turnover des molécules, l’enveloppe cellulaire et la lutte contre le 
stress (Price et al., 2001). L’induction de divers régulateurs non caractérisés ou de gènes 
codant pour divers transporteurs ("Multidrug Resistance", cations, inconnus) observée dans ce 
travail suggère des points communs entre les réponses à la carence en carbone de L. lactis et 
B. subtilis, bien qu’aucun σ alternatif de stress n’ait été identifié chez L. lactis. 
 
III.2.2 Réponses spécifiques 
 
Au-delà du contrôle négatif généralisé des activités physiologiques liées à la croissance, 
des réponses directement liées à l’épuisement du glucose ont été observées au niveau du 
métabolisme central, de l’utilisation de sources de carbone alternatives et du catabolisme de 
l’arginine. 
 
La majorité des gènes codant pour les enzymes de la glycolyse (enoA, fbaA, pgiA, pmg, 
pyk, tpiA et yjhF) et du métabolisme en aval du pyruvate (ackA1, adhE, aldB, frdC, mae, pfl, 
pflA et pta) sont sous-exprimés lors de la carence en glucose. Cependant, les concentrations 
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d’enzymes du métabolisme central sont globalement maintenues tout au long de la culture 
(tableau III.1), contrairement à ce qui a été observé lors d’autres études qui relatent une perte 
d’activité de la GAPDH, la PGM et la PK (Poolman et al., 1987a; Kunji et al., 1993). Ceci est 
cependant cohérent avec la particularité de la souche utilisée (IL1403) qui présente une 
limitation du flux catabolique au niveau du transport du sucre (Even et al., 2001) plutôt qu’au 
niveau de la GAPDH, comme cela est suggéré dans d’autres souches (Poolman et al., 1987a). 
Le maintien des concentrations d’enzymes malgré la sous-expression de leurs gènes révèle 
que les enzymes du métabolisme central ne sont pas contrôlées par des régulations 
transcriptionnelles dans ces conditions. 
 
Lors de la carence en glucose, l’utilisation de sources de carbone alternatives est 
favorisée. Ceci est révélé par la surexpression de gènes codant pour les voies d’utilisation, les 
régulateurs de ces voies ou les transporteurs de sources carbonées autres que le glucose, tels 
que d’autres sucres, le citrate ou le glycérol. Ainsi, 12 gènes impliqués dans l’utilisation de 
galactose, lactose, ribose, xylose, glucuronate ou de sucres non caractérisés sont surexprimés 
lors de la carence, de même que 10 gènes codant pour des transporteurs de cellobiose, de 
ribose, de xyloside ou de sucres. La sous-expression des gènes gntR et kdgR, codant pour des 
répresseurs potentiels des opérons gluconate et glucuronate, va également dans le sens d’une 
utilisation accrue de sources de carbone alternatives. Cependant, ces sources carbonées ne 
sont pas disponibles dans le milieu de culture, ce qui justifie probablement l’aspect transitoire 
de la majorité des inductions observées. En revanche, la surexpression des gènes citC, E et F, 
certainement liée à la sous-expression du répresseur citR, conduit à une utilisation effective du 
citrate, présent en faible quantité dans le milieu, lors de la carence en glucose. D’autre part, la 
surexpression marquée de 5 gènes reliés au métabolisme du glycérol (dhaL, M, glpD, K et F1) 
révèle que celui-ci doit jouer un rôle crucial, bien que mal compris, lors de la carence en 
carbone. Ceci est en accord avec les observations de Leboeuf et al. (2000) qui ont décrit une 
surexpression de 2 gènes codant pour des DHA kinases lors de la carence en carbone chez E. 
faecalis. On peut proposer que le glycérol soit utilisé pour réapprovisionner la glycolyse (et 
donc permettre une production d’énergie sous forme d’ATP) via le glycéraldéhyde-3-P.  
A l’exception du citrate, ces sources de carbone ne sont pas présentes dans le milieu de 
culture. Cependant, elles peuvent potentiellement être disponibles, notamment le glycérol et le 
ribose, suite à la dégradation, lors de la carence, de composés intracellulaires tels que les 
acides gras, les phospholipides, les polysaccharides ou les acides nucléiques. 
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De telles inductions d’expression favorisant l’utilisation de sources de carbone 
alternatives ont déjà été observées aux niveaux transcriptomique et protéomique lors de la 
carence en glucose chez B. subtilis (Bernhardt et al., 2003). Elles apparaissent comme des 
mécanismes évidents de lutte contre la carence en glucose en permettant un 
approvisionnement éventuel en carbone, nécessaire au développement ou au maintien de la 
cellule. 
 
Une dernière réponse spécifique de l’épuisement en glucose a pu être observée. La 
consommation d’arginine accrue lors de la phase de carence, associée à une production 
équimolaire d’ornithine, révèle l’activation de la voie arginine déiminase, en accord avec la 
répression de cette voie par le glucose décrite par Crow et Thomas (1982). La voie ADI 
permet de fournir l’énergie nécessaire au développement de la cellule, en absence de 
catabolisme du glucose, car elle conduit à la formation d’un ATP par arginine consommée (cf. 
figure I.1). L’induction de la voie ADI est le fruit de régulations transcriptionnelles puisque 
les gènes arcA, B, C1 et argF, codant pour les 3 enzymes de la voie, sont surexprimés lors de 
la carence en glucose. Le système à 2 composants A est supposé réguler la voie ADI lors du 
stress acide (O'Connell-Motherway et al., 2000), cependant sa participation lors de la carence 
en carbone n’a pas été fermement établie dans notre étude puisque le gène llrA n’est 
surexprimé que de façon faible et transitoire lors du ralentissement de croissance. Le système 
H, également proposé comme régulateur potentiel de la voie ADI (Guedon et al., 2002), paraît 
être un meilleur candidat car llrH est surexprimé de façon marquée lors de la carence (ratios > 
2). 
 
III.2.3 Autres réponses 
 
D’autres réponses qui ne paraissent pas directement impliquées dans la lutte contre la 
carence en glucose ont été observées. 5 gènes de compétence, dont comX codant pour un 
facteur σ alternatif, sont surexprimés de façon progressive lors de la carence. La surexpression 
du gène nucA pourrait également être liée à un mécanisme de compétence comme chez B. 
subtilis (Provvedi et al., 2001). L. lactis n’est pas considéré comme un micro-organisme 
compétent et nous décrivons ici pour la première fois l’induction naturelle de gènes de 
transformation. L’induction de la compétence a été mise en évidence chez B. subtilis lors de la 
carence en azote (Jarmer et al., 2002) mais ne survient pas lors de la carence en carbone 
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(Bernhardt et al., 2003). Il semble donc que des conditions spécifiques de culture soient 
nécessaires au déclenchement de la transformation. 
D’autre part, la surexpression progressive lors de la carence en glucose de 48 gènes 
codant pour des fonctions phagiques est remarquable. Cependant, sur 15 répétitions 
identiques de la culture, aucune lyse cellulaire n’a été observée suggérant que des gènes 
essentiels au développement de phages sont manquants. 
Enfin, la surexpression de gènes codant pour des transporteurs d’ions ou de composés 
restants à définir ou pour des transporteurs "Multidrug Resistance" doit être soulignée. Le rôle 
exact de ces transporteurs n’étant pas caractérisé, il est difficile d’évaluer leur participation 
dans l’adaptation à la carence en carbone. Toutefois, le transport joue un rôle primordial dans 
la physiologie cellulaire et l’induction de gènes codant pour des transporteurs semble faire 
partie intégrante de la réponse générale au stress chez B. subtilis (Petersohn et al., 2001; Price 
et al., 2001). 
 
IV. Conclusion 
 
Cette étude a permis de décrire de façon exhaustive la réponse de L. lactis lors de son 
adaptation à la carence en glucose. Nous avons pu définir 3 types de réponse (globale, 
spécifique et autre). Le rôle de certaines de ces réponses lors de la carence reste encore 
indéfini et les mécanismes de régulation sous-tendant leur mise en place doivent être 
approfondis. Cependant, nous proposons une participation de la réponse stringente lors de la 
carence en carbone. Cette hypothèse a déjà été émise lors du stress acide (Rallu et al., 2000) 
ce qui suggère un rôle prépondérant de la réponse stringente dans les mécanismes de réponse 
au stress chez L. lactis. Elle pourrait ainsi être responsable des phénomènes de résistances 
croisées qui sont encore mal compris. Pour évaluer de façon pertinente l’implication de la 
réponse stringente dans les réponses au stress, il apparaît maintenant nécessaire de la 
caractériser chez L. lactis, micro-organisme dans lequel elle reste entièrement méconnue à 
l’heure actuelle. Ceci fera l’objet du travail présenté dans le chapitre suivant. 
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L’étude de l’adaptation de L. lactis IL1403 à la carence en glucose, présentée dans le 
précédent chapitre, a révélé une implication potentielle de la réponse stringente. Un lien entre 
la réponse stringente et les phénomènes de résistance à l’acide a été précédemment proposé 
chez L. lactis MG1363 (Rallu et al., 2000). Ainsi, un rôle primordial de la réponse stringente 
dans les réponses aux stress nutritionnels ou physico-chimiques semble se dessiner chez L. 
lactis. Cependant, la réponse stringente n’a, à ce jour, jamais été caractérisée dans ce micro-
organisme. Elle semble toutefois pouvoir être mise en place car L. lactis possède le gène 
codant pour la (p)ppGpp synthétase (relA, Bolotin et al., 2001) et la présence de (p)ppGpp, 
qui est l’effecteur principal de la réponse stringente, a déjà été mise en évidence dans la 
souche MG1363 (Rallu et al., 2000). 
La réponse stringente, essentiellement caractérisée chez E. coli et B. subtilis, est un 
mécanisme pléiotropique qui contrôle négativement diverses activités physiologiques liées à 
la croissance, telles que la transcription, la traduction ou la synthèse de nucléotides. 
Parallèlement, elle exerce un contrôle positif sur certains gènes, dont ceux codant pour la 
biosynthèse d’acides aminés, et permet l’expression de gènes sous contrôle de facteurs σ 
alternatifs. Cette réponse a été initialement mise en évidence lors de la carence en acides 
aminés chez E. coli (Cashel et Rudd, 1987) puis elle a été observée dans ces conditions chez 
de nombreux micro-organismes dont B. subtilis (Eymann et Hecker, 2001; Mader et al., 
2002), S. equismilis (Mechold et Malke, 1997), S. aureus (Crosse et al., 2000) ou Vibrio 
(Flardh et Kjelleberg, 1994). Cependant, sa participation a également été mise en évidence 
dans la réponse à la carence en carbone ou au stress oxydatif chez B. subtilis (Wendrich et 
Marahiel, 1997; Eymann et al., 2002; Bernhardt et al., 2003), E. coli (Chang et al., 2002) et S. 
equismilis (Mechold et Malke, 1997). De plus, il a été récemment proposé que la réponse 
stringente interviendrait dans toute condition affectant la croissance (Chang et al., 2002). 
Comme la réponse stringente apparaît être un mécanisme primordial dans les réponses à 
l’environnement, nous avons souhaité la caractériser chez L. lactis. Cette réponse a donc été 
étudiée avec une approche transcriptomique, dans des conditions physiologiques définies 
(taux de croissance, vitesse de consommation de glucose, concentrations d’acides aminés, 
etc), lors d’une carence en acide aminé, qui est une condition inductrice reconnue de la 
réponse stringente. Cette carence a été imposée de façon naturelle et progressive de façon à 
pouvoir observer la mise en place de la réponse. Cependant, dans la littérature, la réponse 
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stringente est souvent caractérisée suite à l’ajout de composés inducteurs de cette réponse, qui 
miment une carence en acides aminés en bloquant l’aminoacylation des ARNt (Cashel et 
Rudd, 1987; Eymann et al., 2002). Nous avons donc, dans un second temps, observé la 
réponse mise en place chez L. lactis suite à l’ajout d’un tel composé : la norvaline. Cette 
double approche permet de définir plus précisément la réponse stringente chez L. lactis et 
d’identifier les réponses indépendantes d’un mécanisme stringent lors de la carence naturelle 
en acide aminé. 
 
I. Caractérisation macroscopique des réponses 
 
I.1 Carence en acides aminés 
 
I.1.1 Imposition de la carence 
 
Lors de ce travail, nous avons initialement choisi d’étudier la carence en acides aminés 
branchés (BCAA), soit l’isoleucine, la leucine et la valine. L. lactis est auxotrophe pour 
chacun de ces acides aminés (Cocaign-Bousquet et al., 1995) qui représentent près de 25 % 
du contenu protéique. 
Pour aborder de façon dynamique l’adaptation de L. lactis, la carence en BCAA a été 
imposée de façon "naturelle" par consommation des acides aminés au cours de la croissance. 
Pour cela, la composition du milieu MCD a été modifiée pour provoquer un épuisement des 
BCAA avant l’épuisement du glucose, ceci afin d’éviter le cumul des carences. La 
détermination des vitesses spécifiques de consommation de l’isoleucine, de la leucine et de la 
valine lors de la croissance exponentielle de L. lactis sur milieu MCD (respectivement 300 ± 
35, 530 ± 150 et 408 ± 38 µmol.g-1.h-1) permet d’estimer la concentration initiale nécessaire 
pour que chacun de ces acides aminés s’épuise à 4 h de culture, soit 2 h avant l’épuisement du 
glucose (cf. chapitre III). Des concentrations initiales 8 à 11 fois inférieures à celles présentes 
dans le milieu MCD ont été calculées. Ainsi, un milieu MCD présentant des concentrations 
des 3 acides aminés branchés réduites par 10, baptisé ILV10, a été utilisé au cours de cette 
étude. 
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I.1.2 Cinétique de croissance et paramètres de fermentation 
 
L. lactis IL1403 a été cultivé sur milieu ILV10 glucose en condition anaérobie, à 30 °C 
et pH 6,6. Les concentrations en biomasse, acides aminés, glucose et lactate ont été 
déterminées et sont présentées sur la figure IV.1. Les concentrations en acétate, formiate et 
éthanol restent faibles et non significatives tout au long de la culture. 
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Figure IV.1 : Profils cinétiques obtenus lors de la culture de L. lactis IL1403 sur milieu ILV10 
glucose : ▲ biomasse, ● glucose, ■ lactate, ○ isoleucine, ◊ valine et □ leucine. 
 
L’isoleucine s’épuise à 3,83 h de culture et les concentrations en valine et leucine 
passent en dessous de 100 µM à 4,16 et 4,33 h respectivement. Une carence en isoleucine, 
plutôt qu’en BCAA, est donc observée à partir de 3,83 h de culture. A l’exception des BCAA, 
les acides aminés restent présents dans le milieu jusqu’à la fin de la culture avec des 
concentrations de 2500 à 160 µM représentant plus de 50 % des concentrations initiales pour 
chacun des acides aminés. L’asparagine, la sérine, la glutamine, la thréonine et la tyrosine 
sont encore faiblement consommées lors de la carence en isoleucine. Pour ces acides aminés, 
les concentrations sont réduites de 50 à 90 % entre 3,83 et 8,33 h. 
La concentration en glucose à 3,83 h de culture est de 45 mM et atteint une valeur 
inférieure à 14 mM (seuil d’induction de la réponse à la carence en carbone, cf. chapitre III) à 
7,83 h. 
La croissance est exponentielle jusqu’à 3,33 h de culture avec un taux de 0,85 h-1. Un 
ralentissement progressif de la croissance est ensuite observé jusqu’à 4,83 h suivi d’une phase 
de croissance très lente présentant un taux de 0,04 h-1 jusqu’à la fin de la culture à 8,33 h 
(tableau IV.1).  
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Tableau IV.1: Taux de croissance (µ) et vitesses spécifiques de consommation de glucose (qS) 
et de production de lactate (νL) de L. lactis IL1403 lors de sa croissance et son adaptation à la 
carence en isoleucine sur milieu ILV10. 
 Phase exponentielle 0 – 3,33 h 
Phase de transition 
3,33 – 4,83 h 
Phase de croissance lente 
4,83 – 8,33 h 
µ (h-1) 0,85 ± 0,05 0,04 ± 0,00 
qS (mmol.g-1.h-1) 24,0 ± 2,2 6,8 ± 0,6 
νL (mmol.g-1.h-1) 40,8 ± 2,5 
ralentissement progressif 
des vitesses 
12,6 ± 2,3 
 
Le métabolisme reste homolactique tout au long de la culture car le lactate est le produit 
de fermentation majoritaire. Les vitesses spécifiques de consommation de glucose et de 
production de lactate atteignent des valeurs de 24,0 et 40,8 mmol.g-1.h-1 en phase 
exponentielle puis sont réduites d’un facteur proche de 4 lors de la phase de croissance lente 
(tableau IV.1). Le maintien d’un catabolisme actif alors que la croissance est extrêmement 
réduite souligne un fort découplage entre le catabolisme et l’anabolisme. 
 
I.2 Réponse à l’ajout de norvaline 
 
I.2.1 Induction de la réponse 
 
La norvaline a été choisie comme inducteur de la réponse stringente. Ce composé se lie 
aux ARNt du fait de sa structure analogue à la leucine et bloque l’aminoacylation ultérieure 
des ARNtile et ARNtleu (Eymann et al., 2002). L’inhibition du chargement des ARNt conduit à 
une augmentation du pool d’ARNt non chargés qui a été reconnue comme étant le signal 
déclencheur de la synthèse de (p)ppGpp et donc, de la réponse stringente (Wendrich et al., 
2002). 
La norvaline étant un inhibiteur compétitif des acides aminés branchés pour la fixation 
aux ARNt (Apostol et al., 1997), elle n’exerce un effet inducteur significatif que lorsqu’elle 
se trouve en excès par rapport à ces acides aminés. Les concentrations en isoleucine, leucine 
et valine du milieu MCD ont donc été réduites d’un facteur 5, après avoir vérifié que cela 
n’affecte pas la croissance. La concentration en norvaline nécessaire pour induire la réponse 
stringente a été déterminée expérimentalement lors de cultures en fioles dans ce milieu, 
baptisé ILV5. Une concentration de norvaline de 10 g.l-1, provoquant une diminution du taux 
de croissance initial supérieure à 1,5, a été retenue. Cette concentration est plus élevée que ce 
qui est habituellement décrit dans la littérature (Eymann et al., 2002). Ceci est dû à 
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l’utilisation du milieu ILV5 qui contient les BCAA, contrairement aux milieux minimums 
couramment utilisés pour la caractérisation de la réponse stringente chez E. coli ou B. subtilis. 
 
I.2.2 Cinétique de croissance et paramètres de fermentation 
 
Des cultures de L. lactis IL1403 sur milieu ILV5 glucose ont été menées en conditions 
contrôlées (30 °C, pH 6,6, anaérobiose). La norvaline a été ajoutée à une concentration finale 
de 10 g.l-1 à 3,5 h de culture à des concentrations en biomasse et glucose respectives de 0,6 
g.l-1 et 46 mM (figure IV.2). A 3,7 h, les concentrations en isoleucine, leucine et valine 
s’élèvent respectivement à 181, 531 et 1194 µM. La leucine et la valine restent présentes à des 
concentrations supérieures à 200 µM jusqu’en fin de culture (8,83 h) alors que la 
concentration en isoleucine est inférieure à 100 µM à partir de 5,5 h (figure IV.2). Les autres 
acides aminés présentent des concentrations de 300 à 5000 µM jusqu’à 8,83 h. 
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Figure IV.2 : Profils cinétiques obtenus lors de la culture de L. lactis IL1403 sur milieu ILV5 
glucose et suite à l’ajout de norvaline (10 g.l-1) à 3,5 h : ▲ biomasse, ● glucose, ■ lactate, ○ 
isoleucine, ◊ valine et □ leucine. 
 
La croissance est exponentielle en début de culture avec un taux constant de 0,84 h-1, 
puis est stoppée par l’ajout de norvaline à 3,5 h pendant une période de 45 min. La croissance 
se rétablit à partir de 4,25 h à un taux plus faible (0,17 h-1) qui est maintenu jusqu’à 7,3 h de 
culture lorsque le glucose s’épuise (figure IV.2 et tableau IV.2). Le métabolisme reste 
homolactique tout au long de la culture. Les vitesses spécifiques de consommation de glucose 
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et de production de lactate de 23,8 et 40,4 mmol.g-1.h-1 lors de la phase exponentielle sont 
réduites d’un facteur proche de 2 lors de la phase adaptée (4,25 – 7,3 h, tableau IV.2). 
 
Tableau IV.2: Taux de croissance (µ) et vitesses spécifiques de consommation de glucose (qS) 
et de production de lactate (νL) de L. lactis IL1403 lors de sa croissance sur milieu ILV5 et 
suite à l’ajout de norvaline à 3,5 h de culture. 
 Phase exponentielle 0 – 3,5 h 
Phase de transition 
3,5 – 4,25 h 
Phase adaptée 
4,25 – 7,3 h 
µ (h-1) 0,84 ± 0,06 arrêt temporaire 0,17 ± 0,02 
qS (mmol.g-1.h-1) 23,8 ± 2,6 12,9 ± 2,8 
νL (mmol.g-1.h-1) 40,4 ±5,1 
diminution progressive 
des vitesses 24,4 ± 4,8 
 
II. Caractérisation transcriptomique des réponses 
 
L’expression des gènes a été mesurée à l’aide de membranes de nylon à différents 
points clés de chaque culture au cours de 3 répétitions indépendantes. Pour caractériser la 
réponse mise en place suite à l’épuisement d’isoleucine, un point de référence a été étudié à 
2,83 h en phase exponentielle de croissance puis l’expression a été quantifiée après 30 min 
(4,33 h de culture), 1,7 h (5,5 h de culture) et 3,5 h (7,33 h de culture) de carence en 
isoleucine. Pour observer l’effet de la norvaline, l’expression des gènes a été déterminée dans 
un point de référence en phase exponentielle (3 h de culture) puis à 10 min et 1,6 h après 
l’ajout de norvaline (3,66 et 5,1 h de culture). 
 
II.1 Description générale des variations d’expression 
 
Au cours de l’adaptation à la carence en isoleucine, la concentration en ARN total dans 
la cellule diminue progressivement de 9,01 g.100g-1 en phase exponentielle à 5,43 g.100g-1 
après 3,5 h de carence (tableau IV.3). Dans le même temps, la proportion d’ARN messagers 
au sein de l’ARN total reste constante au cours de la culture (tableau IV.3). 
Suite à l’ajout de norvaline, la concentration cellulaire en ARN total diminue plus 
faiblement, d’un facteur 1,2 à 1,3, et la proportion de messagers dans l’ARN total s’accroît 
légèrement par rapport à la phase exponentielle (tableau IV.3). 
90 à 98 % des messagers présents sur les membranes de nylon ont pu être détectés dans 
les différents points étudiés lors des 2 cultures (tableau IV.3). 
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Tableau IV.3 : Concentrations en ARN total, proportions relatives d’ARNm et nombre de 
gènes détectés lors de l’adaptation de L. lactis IL1403 à la carence en isoleucine sur milieu 
ILV10 et suite à l’ajout de norvaline à 3,5 h de culture sur milieu ILV5. 
 Adaptation à la carence en isoleucine Réponse à la norvaline 
 Référence 30 min 1,7 h 3,5 h Référence 10 min 1,6 h 
Temps de culture 
(h) 2,83 4,33 5,50 7,33 3 3,66 5,10 
ARN total           
(g. 100g-1) 9,01 ± 0,16 7,08 ± 0,79 6,68 ± 0,55 5,43 ± 0,50 8,32 ± 0,58 6,59 ± 1,28 7,20 ± 0,09
Proportion relative 
d’ARNm* 100 115 ± 14 100 ± 3 105 ± 5 100 124 ± 12 113 ± 6 
Nombre de gènes 
détectés 1838 1922 1865 1964 1945 2015 1975 
* : ratios d’intensités moyennes des membranes réalisées à ARN total constant en prenant la phase exponentielle 
correspondante en référence. 
 
Les données transcriptomiques obtenues ont été traitées, comme décrit dans le chapitre 
Matériel et Méthodes, pour accéder aux abondances de chaque transcrit. Le calcul des ratios 
d’expression en prenant les phases exponentielles en référence suivi d’un test de Student pour 
estimer leur significativité a permis de mettre en évidence les gènes sur ou sous-exprimés lors 
de la carence en isoleucine et suite à l’ajout de norvaline (ratios d’expression > ou < 1 avec 
une p-value associée < 0,05, tableau IV.4). 
 
Tableau IV.4: Nombre de gènes sur et sous-exprimés lors de l’adaptation de L. lactis IL1403 
à la carence en isoleucine sur milieu ILV10 et suite à l’ajout de norvaline à 3,5 h de culture 
sur milieu ILV5. 
 Carence en isoleucine Ajout de norvaline 
 30 min 1,7 h 3,5 h 10 min 1,6 h 
Surexprimés+ 361 356 410 379 315 
Sous-exprimés- 161 235 252 101 146 
+ : ratios d’expression > 1 associés à une p-value < 0,05 ; - : ratios d’expression < 1 associés à une p-value < 
0,05. 
 
25, 29 et 32 % des ARNm disponibles sur les membranes présentent des variations 
d’expression significatives après 30 min, 1,7 h et 3,5 h de carence en isoleucine 
respectivement (tableau IV.4). La majorité des messagers présentent une augmentation 
d’abondance : respectivement 361, 356 et 410 gènes sont surexprimés avec des facteurs 
moyens de 1,77 à 1,95. Le nombre de messagers dont l’abondance diminue est moindre et a 
tendance à s’accroître à partir de 1,7 h de carence. Des facteurs moyens de sous-expression de 
0,61 à 0,63 sont observés dans les 3 points de carence. 
 
 117
IV. Adaptation de L. lactis IL1403 à la carence en isoleucine et réponse stringente 
Suite à l’ajout de norvaline, 379 et 315 gènes voient leur abondance augmenter d’un 
facteur moyen de 1,76 et 1,62 après 10 min et 1,6 h alors que l’abondance de 101 et 146 
messagers seulement diminue (facteur moyen de 0,6). 
On constate ainsi que pour des temps de réponse similaires (1,7 h de carence et 1,6 h 
d’exposition à la norvaline), le nombre de gènes surexprimés est comparable dans les 2 
expérimentations alors qu’un plus grand nombre de gènes sont sous-exprimés lors de la 
carence en isoleucine. 
 
II.2 Analyse dynamique et classification 
 
Pour aborder de façon dynamique la caractérisation des réponses à la carence en 
isoleucine et à l’ajout de norvaline, les variations d’abondance ont été analysées 
simultanément sur chacune des cinétiques. 
871 gènes, soit près de 38 % du génome, participent à l’adaptation à la carence en 
isoleucine (au moins une variation d’abondance significative dans les 3 points). Une méthode 
de classification de type K-means a permis de définir 5 groupes de gènes présentant des 
profils d’expression similaires au cours de la cinétique, ceux-ci sont présentés dans le tableau 
IV.5. Les clusters 1 et 2 regroupent 319 et 144 gènes dont l’expression augmente de façon 
progressive lors de la carence à partir d’une surexpression initiale respectivement forte ou 
légère (ratios médians de 1,59 et 1,19). Les 85 gènes présents dans le cluster 3 sont 
surexprimés de façon marquée en début de carence (ratio médian de 1,51) puis voient leur 
expression diminuer ensuite. A l’inverse, les clusters 4 et 5 rassemblent des gènes sous-
exprimés. Les 90 gènes du cluster 4 présentent une sous-expression légère en début de 
carence (ratio médian de 0,91) puis plus accentuée après 1,7 et 3,5 h. Les 233 gènes du cluster 
5 sont eux sous-exprimés dès les 30 premières minutes de carence d’un facteur médian de 
0,63 qui est maintenu ensuite.  
Similairement, 648 gènes sont impliqués dans la réponse mise en place suite à l’ajout de 
norvaline. Ces gènes ont été classés dans 5 groupes (K-means, tableau IV.5). Les clusters 1’ à 
4’ regroupent des gènes surexprimés à des niveaux très forts (clusters 1’ et 2’, ratios médians 
à 10 min de 4,80 et 2,55), forts (cluster 3’, ratio médian à 10 min de 1,72) ou faibles (cluster 
4’, ratio médian à 10 min de 1,35). La majorité des gènes sont présents dans les clusters 3’ et 
4’. 170 gènes sous-exprimés dans les 2 points suivant l’ajout de norvaline sont regroupés dans 
le cluster 5’. 
 118
IV. Adaptation de L. lactis IL1403 à la carence en isoleucine et réponse stringente 
Tableau IV.5: Nombre de gènes et profils d’expression médians dans les clusters obtenus 
après classification des gènes impliqués dans l’adaptation de L. lactis IL1403 à la carence en 
isoleucine sur milieu ILV10 ou suite à l’ajout de norvaline à 3,5 h de culture sur milieu ILV5. 
Carence en isoleucine Ajout de norvaline 
Ratios médians* Ratios médians*
Clusters Nombre de gènes 30 min 1,7 h 3,5 h 
Clusters Nombre de gènes 10 min 1,6 h 
1 319 1,59 1,64 1,72 1’ 7 4,80 3,08 
2 144 1,19 1,23 1,57 2’ 36 2,55 2,08 
3 85 1,51 1,35 1,10 3’ 194 1,72 1,56 
4 90 0,91 0,78 0,68 4’ 241 1,35 1,21 
5 233 0,69 0,63 0,67 5’ 170 0,74 0,66 
* : médiane des ratios d’abondance calculés en prenant la phase exponentielle correspondante en référence. 
 
Lors de la carence en isoleucine, le contrôle positif de l’expression semble s’exercer 
pour l’essentiel des gènes (clusters 1 et 2) de façon progressive tout au long de la carence 
alors que le contrôle négatif s’effectue de façon immédiate et constante pour la majorité des 
gènes (cluster 5). Suite à l’ajout de norvaline, le contrôle positif exercé après 10 min décroît 
légèrement à 1,6 h alors que le contrôle négatif s’accentue modérément. 
 
II.3 Description fonctionnelle des réponses transcriptomiques 
 
La carence en isoleucine ou l’ajout de norvaline provoquent des réponses pléiotropiques 
puisque les gènes dont l’expression varie dans ces conditions sont impliqués dans l’ensemble 
des catégories fonctionnelles de L. lactis IL1403 définies par Bolotin et al. (2001). 
Respectivement 300 et 249 gènes de fonction inconnue participent à la réponse à la carence en 
isoleucine ou à l’ajout de norvaline. Leur implication dans les réponses ne peut être discutée, 
cependant, certains d’entre eux doivent jouer un rôle crucial puisqu’ils présentent des ratios 
de surexpression très marqués. 23 gènes sont surexprimés avec des facteurs supérieurs à 2, et 
pouvant aller jusqu’à 5,8, après 30 min, 1,7 h et 3,5 h de carence. ybeF, ygbB, yggA, yijB, 
yjaE, yjhA, ymdE, yneB, yqfE, yrdB, yuhH, yuiB, yveI, ywfD et yxdF semblent spécifiques de 
la carence en isoleucine alors que ybiH, ygiC, yihD, yjgF, yohD, ypbC, yrgH et I sont 
également surexprimés avec des facteurs supérieurs à 2 après l’ajout de norvaline. Les gènes 
ysaD et yseF sont fortement surexprimés uniquement lors de la réponse à la norvaline. 
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II.3.1 Contrôle négatif 
 
Les réponses décrites dans cette partie concernent des catégories fonctionnelles 
présentant une majorité de gènes sous-exprimés. Quelques inductions ponctuelles sont parfois 
observées dans ces catégories, celles-ci seront également décrites dans cette partie pour 
souligner le comportement original des gènes concernés. 
 
II.3.1.1 Machinerie de traduction 
 
60 % des gènes codant pour des protéines ribosomales dans le génome sont sous-
exprimés lors de la carence en isoleucine : 42 gènes (rplA, B, C, F, J, K, L, M, N, O, Q, R, S, 
T, U, V, X, rpmA, B, D, F, GB, I, J, rpsB, C, D, E, F, G, H, I, J, K, L, M, N, O, Q, R, T et U) 
présentent des facteurs moyens de sous-expression de 0,65, 0,59 et 0,59 après 30 min, 1,7 h et 
3,5 h de carence respectivement. De plus, 5 gènes codant pour des facteurs de traduction 
(fusA, infA, C, prfA et tsf, ratios moyens de 0,67, 0,57 et 0,60) et 8 gènes codant pour des 
ARNt synthétases (alaS, gltX, glyS, hisS, pheT, thrS, trpS et tyrS, ratios moyens de 0,73, 0,69 
et 0,59) sont sous-exprimés lors de la carence.  
Les gènes rplI et ileS, codant pour la protéine ribosomale L9 et l’ARNt synthétase 
spécifique de l’isoleucine, sont surexprimés après 30 min (ratios respectifs de 1,40 et 1,76), 
1,7 h (ratios de 1,37 et 1,85) et 3,5 h (ratios de 1,41 et 1,91) de carence en isoleucine alors que 
leuS n’est surexprimé qu’après 3,5 h de carence (ratio de 1,83). 
 
Suite à l’ajout de norvaline, l’appareil de traduction est également affecté bien que de 
façon moins étendue. 7 gènes codant pour des protéines ribosomales sont sous-exprimés à 10 
min et 1,6 h après l’ajout de norvaline (rplJ, M, U, rpmB, I, rpsM et U, ratios moyens de 0,77 
et 0,64) et 9 sont sous-exprimés après 1,6 h seulement (rplK, R, V, rpmD, J, rpsD, F, N et N2, 
ratio moyen de 0,68). Parallèlement, fusA et prfA, codant pour 2 facteurs de traduction, sont 
sous-exprimés à 10 min et 1,6 h, de même que glyS, pheS, pheT et thrS, codant pour des 
ARNt synthétases.  
Comme lors de la carence en isoleucine, ileS et rplI sont surexprimés suite à l’ajout de 
norvaline (ratios respectifs de 2,57 et 1,72 à 10 min et 2,31 et 1,43 à 1,6 h). De plus, les gènes 
rpsO et P, codant pour les protéines ribosomales S15 et S16, présentent une surexpression 
transitoire à 10 min après l’ajout (ratios de 1,52 et 1,59).  
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II.3.1.2 Métabolisme carboné 
 
L’expression des gènes codant pour l’utilisation ou le transport de sources carbonées est 
globalement réprimée lors de la carence en isoleucine (tableau IV.6). 8 gènes codant pour des 
enzymes de la glycolyse ou du métabolisme du pyruvate (ackA1, A2, adhE, butA, enoA, pmg, 
pyk et tpiA) sont sous-exprimés dans les 3 points avec des ratios moyens de 0,6 à 0,7 alors que 
pflA est faiblement surexprimé à 30 min et 1,7 h de carence (ratios de 1,32 et 1,31). De la 
même façon, l’expression de 8 gènes codant pour l’utilisation de sucres alternatifs (bglH, glk, 
scrK, uxaC, xynB, ypbG, ypcA et ypdB) est réprimée d’un facteur 0,5 à 0,6 dans les 3 points 
de carence. Parallèlement, les gènes ptnAB, D, ptsH, I et yleE, codant pour des systèmes de 
transport PTS, ainsi que 9 gènes codant pour des transporteurs de sucres (rbsA, uxuT, yngE, F, 
G, ypcG, H, ypdA et yvdD) présentent des facteurs de sous-expression avoisinant 0,6 après 30 
min, 1,7 h et 3,5 h de carence. 
Un constat similaire peut être fait suite à l’ajout de norvaline car 4 gènes du 
métabolisme central, 11 gènes codant pour l’utilisation de sources de carbone alternatives, 7 
gènes codant pour des systèmes PTS et 7 gènes codant pour des transporteurs de sucres sont 
sous-exprimés à 10 min et 1,6 h après l’ajout de norvaline (tableau IV.6). 16 d’entre eux sont 
communs aux 2 conditions de culture. 
 
Tableau IV.6 : Contrôle de l’expression des gènes impliqués dans le métabolisme carboné de 
L. lactis IL1403 lors de la carence en isoleucine (ratios moyens après 30 min, 1,7 h et 3,5 h de 
carence) ou suite à l’ajout de norvaline (ratios moyens après 10 min et 1,6 h). 
 Carence en isoleucine Ajout de norvaline 
 30 min 1,7 h 3,5 h 10 min 1,6 h 
enoA, pmg, pyk, tpiA, adhE, ackA1, A2, butA ldh, pgmB, adhE, pta Métabolisme central 
0,67 0,68 0,61 0,60 0,64 
bglH, glk, scrK, uxaG, xynB, ypbG, ypcA, ypdB bglH, scrK, uxaC, uxuB, xylB, xynB, yncA, ypbG, ypcA, ypdB, yrcA Utilisation de sucres alternatifs 0,57 0,57 0,51 0,63 0,55 
ptsH, I, ptnAB, D, yleE, rbsA, uxuT, yngE, F, 
G, ypcG, H, ypdA, yvdD 
celB, glpT, msmK, ptcA, B, ptnAB, D, 
ptsH, uxuT, yleE, ypcG, H, ypdA, yvdDPTS et transporteurs de sucres 0,64 0,53 0,60 0,57 0,57 
aldB   Acétolactate 
décarboxylase 3,31 3,11 3,11   
glpF1  Transport du 
glycérol 1,72 1,58 1,84   
dhaL dhaL DHA kinase 2,25 1,91 2,26 2,55 1,69 
citB, icd   Cycle du citrate 2,50 1,72 1,33   
glgA, C, P glgA Synthèse de 
glycogène 1,48 1,20 1,19 1,14 1,31 
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On observe également certaines inductions ponctuelles lors de la carence en isoleucine. 
Une forte induction de l’expression de aldB, présent dans l’opéron leu-ilv-ald et codant pour 
l’acétolactate décarboxylase, survient après 30 min, 1,7 h et 3,5 h de carence (ratios > 3, 
tableau IV.6). Le gène glpF1, codant pour le transporteur de glycérol, est également 
surexprimé, de même que dhaL, codant pour une dihydroxyacétone kinase, qui présente des 
ratios proches de 2. De plus, les gènes icd et citB, codant pour les enzymes assurant la 
conversion du citrate en α-kétoglutarate, sont fortement surexprimés à 30 min de carence 
(ratio moyen de 2,5) puis de façon moindre ensuite. Enfin, l’expression des gènes glgA, C et 
P, participant au métabolisme du glycogène, est modérément induite. 
Suite à l’ajout de norvaline, on retrouve une surexpression marquée de dhaL dans les 2 
points et celle, plus atténuée, de glgA à 1,6 h après l’ajout. 
 
II.3.1.3 Métabolisme des purines et pyrimidines 
 
Les gènes participant au métabolisme des purines et pyrimidines sont majoritairement 
sous-exprimés lors de la carence en isoleucine et suite à l’ajout de norvaline. 6 gènes codant 
pour la voie de biosynthèse de novo des purines sont sous-exprimés lors de la carence en 
isoleucine (guaC, purA, B, H, K et N, ratios moyens de 0,80, 0,66 et 0,64 après 30 min, 1,7 h 
et 3,5 h). De même, 4 gènes sont sous-exprimés suite à l’ajout de norvaline (guaC, hprT, purA 
et H, ratios moyens de 0,56 et 0,57). Les gènes de la voie de biosynthèse de novo des 
pyrimidines carB, pydB et pyrE présentent des ratios de sous-expression de 0,75 à 0,66 lors de 
la carence en isoleucine. Un contrôle négatif plus marqué est observé suite à l’ajout de 
norvaline puisque 9 gènes impliqués dans la biosynthèse des pyrimidines sont sous-exprimés 
avec des facteurs de 0,46 et 0,33 (carA, B, dut, pydB, pyrB, C, E, F et Z). Enfin, 4 gènes 
codant pour les voies de sauvetage sont sous-exprimés lors de la carence en isoleucine (apt, 
cdd, nrdG et upp) avec des facteurs moyens de 0,79, 0,72 et 0,57 alors qu’aucune sous-
expression des gènes des voies de sauvetage n’est observée suite à l’ajout de norvaline. 
 
Seulement 4 gènes du métabolisme des purines et pyrimidines sont surexprimés lors de 
la carence en isoleucine ou en présence de norvaline. guaA, codant pour la GMP synthétase, 
est nettement surexprimé lors de la carence (ratios de 1,91, 2,61 et 2,67) et de façon moindre 
suite à l’ajout de norvaline (ratios de 1,38 et 1,50). guaB, codant pour l’IMP déshydrogénase, 
est surexprimé uniquement en présence de norvaline (ratios de 1,40 et 1,47). pydA, participant 
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à la biosynthèse des pyrimidines, est surexprimé dans les 3 points de carence (ratios de 1,43, 
1,33 et 1,50) et suite à l’ajout de norvaline (ratios de 1,25 et 1,22). Enfin, add, codant pour 
l’adénosine déaminase, présente des ratios d’expression supérieurs à 2,3 dans les 3 points de 
carence et de 1,75 et 1,24 à 10 min et 1,6 h après l’ajout de norvaline. 
 
D’autre part, les gènes purR et pyrR, codant pour les régulateurs des opérons de 
biosynthèse des purines et pyrimidines, sont respectivement sur et sous-exprimés de façon 
modérée lors de la carence en isoleucine alors que pyrR est fortement sous-exprimé suite à 
l’ajout de norvaline. 
 
Pour finir, les gènes codant pour des transporteurs de xanthine et d’uracile, présentes 
dans le milieu et utilisées dans les voies de sauvetage des nucléotides, présentent des 
comportements opposés. pbuX, codant pour la xanthine perméase, est très fortement 
surexprimé lors de la carence en isoleucine (ratios de 4, 3,50 et 2,08) et suite à l’ajout de 
norvaline (ratios de 3 et 5,84) alors que pyrP, codant pour l’uracile perméase, est sous-
exprimé dans ces 2 conditions. 
 
II.3.2 Contrôle positif 
 
II.3.2.1 Métabolisme des acides aminés 
 
a.Biosynthèse des acides aminés 
Une forte proportion des gènes codant pour les voies de biosynthèse des acides aminés 
dans le génome sont impliqués dans la réponse à la carence en isoleucine ou suite à l’ajout de 
norvaline (respectivement 60 et 42 %) . Leur expression est pour une large majorité d’entre 
eux induite (tableau IV.7). 
 
De façon assez attendue, les gènes impliqués dans la voie de biosynthèse des acides 
aminés branchés sont fortement surexprimés lors de la carence en isoleucine. Ainsi, les gènes 
ilvB, C, D et N, codant pour la partie amont de la voie commune aux 3 acides aminés, et leuB, 
C et D, codant pour la partie aval de la voie de synthèse de la leucine, présentent des ratios de 
surexpression moyens supérieurs à 3,3 dans les 3 points de carence. Le gène aldR, présent 
dans l’opéron leu-ilv-ald et codant pour un activateur probable de la voie de synthèse des 
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BCAA (Goupil-Feuillerat et al., 1997), présente une expression accrue d’un facteur supérieur 
à 3,2 tout au long de la carence. D’autre part, le gène bcaT, codant pour l’aminotransférase 
assurant la dernière étape de synthèse des BCAA, voit son expression augmenter en entrée de 
carence (ratio de 1,51) puis décroître ensuite (ratios de 1,37 et 1,17). Suite à l’ajout de 
norvaline, les gènes ilvB, leuB et C sont plus faiblement surexprimés. 
Les gènes codant pour les voies de biosynthèse du tryptophane (aroB, C, D, E, trpA, B, 
C, D, E et G), de la proline (proA et B) et de la méthionine (metB1) sont surexprimés lors de 
la carence en isoleucine avec des facteurs moyens variant de 1,24 à 1,87. Suite à l’ajout de 
norvaline, ces surexpressions sont également observées à des niveaux comparables pour les 
voies du tryptophane (aroA, B, C, trpA, B, C, D, F et G) ou de la proline (proA, B et C) et de 
façon plus forte pour la voie de la méthionine (metA, B1 et B2, ratios moyens de 3,62 et 2,18 
après 10 min et 1,6 h). 
Certaines voies de biosynthèse voient l’expression de leurs gènes varier uniquement lors 
de la carence en isoleucine. Ainsi, 5 gènes codant pour la voie de biosynthèse de l’histidine 
(hisA, D, I, K et Z) sont surexprimés de façon progressive. Les gènes serA, B et C, impliqués 
dans la voie de biosynthèse de la sérine, sont surexprimés de façon constante lors des 3 phases 
de carence de même que les gènes thrA, B et C, impliqués dans la biosynthèse de la thréonine. 
Notons que, par ailleurs, les gènes sdaA et B, codant pour les sous-unités α et β de la sérine 
déshydratase susceptible de cataboliser la sérine en pyruvate, sont surexprimés en début de 
carence (ratios d’expression moyens de 1,26 après 30 min et 1,7 h) et 10 min après l’ajout de 
norvaline (sdaA seulement, ratio de 1,48). A l’inverse, les gènes cysK et M sont surexprimés 
uniquement suite à l’ajout de norvaline (ratios moyens de 3,10 et 2,30 après 10 min et 1,6 h). 
 
Les gènes gltA et D, codant respectivement pour la citrate synthétase et la glutamate 
synthétase, sont surexprimés lors de la carence en isoleucine. A contrario, le gène glnA, 
codant pour la glutamine synthétase, présente une sous-expression très marquée dans les 3 
points malgré la forte diminution d’expression du gène glnR, supposé coder pour le répresseur 
de glnA (Guedon et al., 2002). Suite à l’ajout de norvaline, gltA, D et glnA sont tous 3 sous-
exprimés. 
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Tableau IV.7 : Contrôle de l’expression des gènes codant pour les voies de biosynthèse des 
acides aminés chez L. lactis IL1403 lors de la carence en isoleucine (ratios moyens après 30 
min, 1,7 h et 3,5 h de carence) ou suite à l’ajout de norvaline (ratios moyens après 10 min et 
1,6 h). 
Carence en isoleucine Ajout de norvaline 
 
30 min 1,7 h 3,5 h 10 min 1,6 h 
ilvB, C, D, N, leuB, C, D ilvB, leuB, C BCAA 3,80 3,34 3,57 1,26 1,35 
aroB, C, D, E, trpA, B, C, D, E, G aroA, B, C, trpA, B, C, D, F, G Aromatiques 1,41 1,41 1,24 1,71 1,50 
proA, B proA, B, C Proline 1,47 1,87 1,70 1,77 1,67 
metB1 metA, B1, B2 Méthionine 1,63 1,60 1,80 3,62 2,18 
hisA, D, I, K, Z   Histidine 1,43 1,65 2,26   
serA, B, C   Sérine 1,79 1,76 1,91   
thrA, B, C   Thréonine 1,63 1,68 1,63   
 cysK, M Cystéine  3,10 2,30 
gltA, D (glnA) (gltA, D, glnA) Glutamate 1,66 (0,35) 1,36 (0,24) 1,54 (0,27) (0,54) (0,55) 
 
b.Transport d’acides aminés 
Lors de la carence en isoleucine, 3 gènes codant pour des transporteurs non caractérisés 
d’acides aminés sont fortement surexprimés (ydgB, yjgC et yvdF, ratios moyens de 2,14, 2,49 
et 2,64 après 30 min, 1,7 h et 3,5 h de carence) et 4 sont surexprimés de façon plus modérée 
(ydgC, yjgD, yrfD et yshA, ratios moyens de 1,44, 1,49 et 1,63). La surexpression de gènes de 
transporteurs d’acides aminés inconnus est plus marquée suite à l’ajout de norvaline puisque 
les 7 gènes évoqués ci-dessus ainsi que ydgB, yibG, yjgE et ysjA présentent des ratios 
d’expression élevés. Notons la surexpression très forte de 5 d’entre eux : yjgC présente des 
ratios de 7,35 et 5,58 à 10 min et 1,6 h après l’ajout et yjgD, E, yshA et yvdF sont surexprimés 
avec des ratios moyens de 3,09 et 2,84. 
Parallèlement, les gènes codant pour les transporteurs spécifiques de la glutamine, du 
glutamate et de la lysine sont sous-exprimés lors de la carence en isoleucine et suite à l’ajout 
de norvaline. glnP, Q, gltQ, S et lysP présentent des ratios moyens de 0,59, 0,64 et 0,61 après 
30 min, 1,7 h et 3,5 h de carence et glnP, gltS, lysP et Q sont sous-exprimés d’un facteur 
moyen de 0,72 et 0,67 à 10 min et 1,6 h après l’ajout de norvaline. 
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c.Système protéolytique 
Le système protéolytique permet l’approvisionnement en acides aminés de L. lactis en 
assurant le transport puis la dégradation de peptides lorsqu’ils sont présents dans le milieu de 
culture. La totalité des gènes codant pour les systèmes de transport d’oligopeptides Opp et 
Opt, soit 11 gènes, sont surexprimés lors de la carence en isoleucine. Les gènes oppA, B, C, D 
et F présentent une surexpression progressive au cours de la carence (ratios moyens de 2,01, 
2,56 et 2,88 après 30 min, 1,7 h et 3,5 h). Les gènes optA, B, C, D et F sont surexprimés de 
façon constante au cours de la carence (ratios moyens de 1,98, 1,85 et 1,91). Enfin, 
l’expression de optS est très fortement induite (ratios de 3,68, 3,23 et 2,88). Parallèlement, 7 
gènes codant pour des peptidases sont surexprimés à des niveaux forts (pepDA et XP, ratios 
moyens de 1,95, 2,11 et 2,01) ou modérés (pepC, DB, F, O et P, ratios moyens de 1,42, 1,31 
et 1,20) dans les 3 points de carence. 
Suite à l’ajout de norvaline, on assiste également à une induction de l’expression des 
gènes codant pour le système protéolytique mais elle apparaît moins étendue et moins 
marquée. 5 gènes codant pour les transporteurs de peptides, oppB, C, optC, D et F, présentent 
des ratios de surexpression moyens de 1,80 et 1,71 alors que 3 gènes codant pour des 
peptidases, pepDA, V et XP, sont surexprimés d’un facteur moyen de 1,58 et 1,59 à 10 min et 
1,6 h après l’ajout. 
Notons que le gène codY, codant pour le régulateur du système protéolytique (Guedon 
et al., 2001b), ne présente pas de variation d’expression significative lors de la carence en 
isoleucine ou suite à l’ajout de norvaline. 
 
II.3.2.2 Réponses croisées au stress 
 
a.Stress oxydatif 
Lors de la carence en isoleucine et suite à l’ajout de norvaline, des réponses 
habituellement induites lors du stress oxydatif sont observées (tableau IV.8). 4 gènes 
participant à la détoxification du cytoplasme lors d’un stress oxydatif sont surexprimés dans 
les 3 points de carence avec des facteurs variant de 1,32 à 1,92 : sodA, codant pour la 
superoxyde dismutase, et tpx, ahpC et F, codant pour des peroxydases. De plus, les gènes 
gpo, gshR, trxA, B1 et H, codant pour les voies de la glutathione et de la thiorédoxine qui 
possèdent un effet protecteur en conditions oxydantes, présentent des ratios moyens de 
surexpression de 1,59, 1,75 et 1,92 après 30 min, 1,7 h et 3,5 h de carence. A l’exception de 
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sodA, tous ces gènes sont surexprimés avec des facteurs comparables suite à l’ajout de 
norvaline (tableau IV.8), de même que cpo codant pour une peroxydase. 
 
Tableau IV.8 : Contrôle de l’expression des gènes impliqués dans la résistance au stress 
oxydatif et le métabolisme oxydatif chez L. lactis IL1403 lors de la carence en isoleucine 
(ratios moyens après 30 min, 1,7 h et 3,5 h de carence) ou suite à l’ajout de norvaline (ratios 
moyens après 10 min et 1,6 h). 
Carence en isoleucine Ajout de norvaline 
 
30 min 1,7 h 3,5 h 10 min 1,6 h 
sodA  
1,43 1,49 1,32   
ahpC, F, tpx ahpC, F, cpo, tpx 
Détoxification du 
cytoplasme 
1,74 1,57 1,72 1,47 1,36 
gshR, gpo, trxA, B1, H gshR, gpo, trxA, B1, H Voies glutathione et 
thiorédoxine 1,59 1,75 1,92 1,89 1,75 
noxD, yrjC noxD 
1,62 1,86 1,84 2,66 2,19 
yiaB, ypgB, yphC, ypjH, yrjB, yxdE ycgG, yiab, ymgK, ypbg, yphC, yrfB
1,95 1,97 2,17 1,89 1,61 
yphA, yugC, (noxA, B) yphA, yugC, (noxA, B) 
Métabolisme oxydatif 
- oxydases 
- oxydoréductases 
- déshydrogénases 
2,21 (0,64) 1,84 (0,56) 1,91 (0,67) 2,10 (0,60) 1,69 (0,65) 
cydA, C, D, ndrI, nifJ, nifS, yviC cydC, ndrI, nifU, yviC Respiration 1,44 1,41 1,48 1,43 1,51 
pdhB, D pdhB, D Pyruvate déshydrogénase 1,58 1,47 1,54 1,51 1,17 
 
D’autre part, l’expression de gènes impliqués dans le métabolisme oxydatif est induite 
lors de la carence en isoleucine ou suite à l’ajout de norvaline. Ainsi, 2 gènes codant pour des 
oxydases (noxD et yrjC) et 6 codant pour des oxydoréductases (yiaB, ypgB, yphC, ypjH, yrjB 
et yxdE) présentent des ratios moyens d’expression de 1,62 à 2,17 dans les 3 points de 
carence. De même, noxD, codant pour la NADH oxydase et ycgG, yiaB, ymgK, ypbG, yphC et 
yrfB, codant pour des oxydoréductases, sont surexprimés de façon marquée suite à l’ajout de 
norvaline. 4 gènes codant pour des déshydrogénases présentent des variations d’expression 
similaires dans les 2 conditions : noxA et B sont sous-exprimés alors que yphA et yugC sont 
surexprimés (tableau IV.8). Par ailleurs, l’expression de gènes impliqués dans la respiration 
(transport d’électrons) est induite lors de la carence en isoleucine ou suite à l’ajout de 
norvaline (tableau IV.8). Enfin, les gènes pdhB et D, codant pour la pyruvate déshydrogénase 
et normalement exprimés en présence d’oxygène, sont surexprimés dans les 2 conditions 
(tableau IV.8). 
 
La participation du régulateur NadR dans le contrôle de certaines de ces réponses peut 
être proposée puisque son gène est surexprimé lors de la carence en isoleucine (ratios de 1,60, 
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1,58 et 1,72) et suite à l’ajout de norvaline (ratios de 2,16 et 1,73). De même, le gène fur, 
supposé réguler les gènes ahpC, F et sodA (Guedon et al., 2002), présente un ratio 
d’expression de 2 à 3,5 h de carence. 
 
b.Stress osmotique 
La carence en isoleucine provoque une surexpression très forte des gènes busAA et AB, 
codant pour le transport de glycine-bétaïne qui est un osmoprotectant majeur (ratios moyens 
de 2,88, 5,06 et 6,70 dans les 3 points de carence). De plus, les gènes choQ et S, codant pour 
le transport de la choline qui est le précurseur de la glycine-bétaïne, sont surexprimés (ratios 
respectifs de 2,41, 2,43, 2,26 et 1,65, 1,58, 1,41 après 30 min, 1,7 h et 3,5 h). Enfin, le gène 
osmC, codant pour une protéine inductible en stress osmotique, présente des ratios 
d’expression proches de 1,3 tout au long de la carence. 
Ces gènes sont également surexprimés suite à l’ajout de norvaline avec des ratios 
moyens après 10 min et 1,6 h de 2,60 et 1,94 pour busAA et AB, de 2,45 et 2,06 pour choQ et 
S et de 1,59 et 1,46 pour osmC. Suite à l’ajout de norvaline, on observe également la 
surexpression des gènes potA, B, C et D, codant pour un transporteur de putrescine et de 
spermidine, avec des facteurs moyens de 1,65 et 1,56. Le rôle de ce transporteur n’a pas été 
caractérisé chez L. lactis. Cependant, chez E. coli, il assure l’excrétion de putrescine lors du 
stress osmotique (Schiller et al., 2000). 
 
c.Stress acide 
Lors de la carence en isoleucine, les gènes mleS et mleP, codant respectivement pour la 
malate déshydrogénase et le transporteur de malate, sont surexprimés d’un facteur 1,62 à 
1,98. De même, le gène gadB, codant pour la glutamate décarboxylase, présente des ratios 
d’expression variant de 1,19 à 1,51. Suite à l’ajout de norvaline, la surexpression de ces gènes 
est également observée avec des facteurs de 1,62 et 1,38 pour mleS, 1,86 et 1,79 pour mleP et 
1,33 et 1,25 pour gadB, après 10 min et 1,6 h respectivement. De plus, gadR, codant pour un 
activateur de l’expression de gadB, est surexprimé 10 min après l’ajout (ratio de 1,73). 
L’utilisation de malate et la décarboxylation du glutamate interviennent normalement en 
condition de stress acide pour assurer l’homéostasie du pH. 
De plus, le gène atpD, codant pour la sous-unité α de l’ATP synthétase, est surexprimé 
lors de la carence en isoleucine (ratios constants de 1,3). 
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d.Chaperonnes, protéases et protéines générales de stress 
Une sous-expression des gènes dnaK, groES et grpE, codant pour les chaperonnes, est 
observée lors de la carence en isoleucine avec des facteurs moyens de 0,58, 0,55 et 0,54 après 
30 min, 1,7 h et 3,5 h. groES et grpE sont également sous-exprimés suite à l’ajout de 
norvaline (ratios moyens de 0,53 et 0,65 après 10 min et 1,6 h). Parallèlement, hrcA, codant 
pour le régulateur de l’expression des chaperonnes, est sous-exprimé (ratios de 0,39 à 0,58 
dans les 2 conditions) en accord avec sa présence sur l’opéron hrcA-grpE-dnaK (Eaton et al., 
1993). 
D’autre part, l’expression des gènes clpB, C, E et P augmente progressivement au cours 
de la carence en isoleucine puisque des ratios moyens d’expression de 1,33, 1,53 et 1,80 sont 
observés dans les 3 points, malgré la légère surexpression du gène ctsR codant pour leur 
répresseur (ratio maximum de 1,23). De plus, le gène htrA, codant pour une protéase de 
surface impliquée dans diverses conditions de stress, est fortement surexprimé lors de la 
carence (ratios de 1,59, 1,95 et 2,01). Suite à l’ajout de norvaline, seul clpX est surexprimé 
(ratios de 1,41 et 1,28). 
De plus, on observe une surexpression notable de ytgH, codant pour la protéine générale 
de stress Gls24, qui présente des ratios d’expression de 1,55, 2,05 et 2,55 à 30 min, 1,7 h et 
3,5 h de carence en isoleucine. L’expression de ce gène est plus faiblement induite suite à 
l’ajout de norvaline (ratios de 1,32 et 1,80). Enfin, dinF et yjbE, codant respectivement pour 
une protéine inductible par les dommages cellulaires et une protéine générale de stress, sont 
faiblement surexprimés après 3,5 h de carence (ratios de 1,32 et 1,39). dinF est également 
surexprimé suite à l’ajout de norvaline (ratios de 1,39 et 1,23). 
 
II.3.2.3 Transport 
 
Certains gènes codant pour des transporteurs ont déjà été évoqués précédemment, 
cependant ils n’ont pas tous été décrits. Lors de la carence en isoleucine, l’expression de 13 
gènes codant pour des transporteurs de cations est induite. Les gènes feoB, fhuB, kupA, mtsB, 
C, nah, yqeI et ysdE présentent une faible surexpression (ratios moyens de 1,31, 1,33 et 1,56) 
alors que les gènes cadA, yfgQ, yoaB, yqgG et yxdC, codant pour des ATPases à cations, sont 
plus nettement surexprimés (ratios moyens de 1,76, 1,73 et 1,79). De façon similaire, suite à 
l’ajout de norvaline, 10 gènes codant pour des transporteurs de cations sont surexprimés. Les 
gènes cadA, mtsC, nah, yfgQ, yoaB, yqgG (déjà surexprimés lors de la carence) et kupA, B, 
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mtsA et yjdJ présentent des ratios moyens de 1,67 et 1,38 après 10 min et 1,6 h. Le gène copR, 
susceptible de coder pour un régulateur du transport de cuivre, est fortement surexprimé après 
3,5 h de carence en isoleucine (ratio moyen de 1,96) et suite à l’ajout de norvaline (ratios de 
2,16 et 1,73). 
Par ailleurs, les gènes lmrP, pmrA, ycdH, ydiC, yjdE et yweA, codant pour des 
transporteurs "Multidrug Resistance", sont surexprimés lors de la carence (ratios moyens de 
1,42, 1,31 et 1,44 après 30 min, 1,7 h et 3,5 h) et suite à l’ajout de norvaline (ratios moyens de 
1,61 et 1,25). Il faut également souligner la surexpression des gènes lcnC et D, codant pour le 
système de transport de la lactococcine A, bien que la production de bactériocine n’ait jamais 
été mise en évidence dans la souche IL1403 de L. lactis (Venema et al., 1996). lcnC est 
modérément surexprimé dans les 2 premiers points de carence et suite à l’ajout de norvaline 
(ratios de 1,26 à 1,39) et de façon marquée à 3,5 h de carence (ratio de 2,11). lcnD présente 
des ratios proches de 1,7 en début de carence et suite à l’ajout de norvaline et est surexprimé 
d’un facteur 3,04 à 3,5 h de carence en isoleucine. 
Enfin, 27 gènes codant pour des transporteurs inconnus sont surexprimés lors de la 
carence en isoleucine. 22 d’entre eux présentent des ratios moyens de 1,59, 1,40 et 1,57 alors 
que 5 autres (yijC, D, yjcA, ymeB et yxdG) sont surexprimés de façon beaucoup plus marquée 
(ratios moyens de 3,30, 3,54 et 4,17). Notons que la surexpression avec des facteurs de 3,86 à 
4,16 du gène ymeB est en accord avec sa présence dans l’opéron leu-ilv-ald. Suite à l’ajout de 
norvaline, 17 gènes codant pour des transporteurs inconnus sont surexprimés, dont 16 sont 
communs avec la carence en isoleucine. Ces gènes présentent des ratios moyens d’expression 
de 1,74 et 1,49, à l’exception de yjcA qui est très fortement surexprimé (ratios de 5,20 et 
3,07). 
 
II.3.2.4 Autres réponses 
 
L’expression de 3 gènes de compétence, comC, FC et radC, est progressivement induite 
lors de la carence en isoleucine. Ces gènes présentent des ratios moyens de 1,29, 1,49 et 1,99 
après 30 min, 1,7 h et 3,5 h de carence. En présence de norvaline, comC et recQ sont 
modérément surexprimés respectivement après 1,6 h ou 10 min et comX, codant pour un 
facteur σ alternatif, présente des ratios proches de 0,8 dans ces 2 points. 
De plus, les gènes tra904A, 981C, 1077B et yajE, codant pour des transposases, 
présentent une augmentation d’expression lors de la carence en isoleucine (ratios moyens de 
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1,63, 1,49 et 1,49). tra981C et yajE sont également surexprimés suite à l’ajout de norvaline 
(ratios moyens de 1,78 et 1,41).  
 
II.3.2.5 Régulateurs 
 
54 et 32 gènes codant pour des régulateurs participent respectivement aux réponses à la 
carence en isoleucine ou à l’ajout de norvaline. La majorité d’entre eux sont surexprimés (42 
et 25 gènes). Les gènes dont la fonction est connue ou supposée sont évoqués dans le texte au 
moment adéquat. Cependant, certains gènes dont la fonction n’est pas connue présentent des 
ratios d’expression élevés, suggérant un rôle crucial de ces gènes dans les réponses, qui 
mériterait d’être caractérisé. Ceci est notamment le cas des gènes adaA, rdrA, rliA, rlrC, yebF 
yhgC, yjaD, yohC, ywdE et ywjD qui présentent des ratios maximum d’expression respectifs 
de 2,57, 2,20, 1,98, 1,96, 2,39, 1,99, 1,96, 1,96, 3,01 et 1,96 après 1,7 h ou 3,5 h de carence. 
Seuls 3 d’entre eux sont surexprimés suite à l’ajout de norvaline : adaA, rliA et rlrC (ratios 
respectifs de 2,54, 1,72 et 1,76 à 10 min). L’expression des gènes yabB et yphL apparaît 
spécifiquement induite en présence de norvaline (ratios de 1,78 et 1,62 à 10 min).  
D’autre part, les systèmes à 2 composants peuvent permettre un contrôle 
transcriptionnel suite à un changement environnemental. Lors de la carence en isoleucine, les 
gènes kinD, E, F, llrE et F sont surexprimés avec des facteurs moyens de 1,48, 1,46 et 1,66 
après 30 min, 1,7 h et 3,5 h alors que l’expression des gènes kinB, C et llrC décroît 
significativement. Suite à l’ajout de norvaline, seul le gène kinF intervient et présente des 
ratios de surexpression proches de 1,6. 
Enfin, les gènes comX et sigX, codant pour les facteurs σ alternatifs, ne participent pas à 
la réponse à la carence en isoleucine. En revanche, suite à l’ajout de norvaline, comX est 
légèrement sous-exprimé (ratios de 0,78 et 0,79) et l’expression de sigX est induite (ratios de 
1,49 et 1,56). De façon surprenante, le gène rpoD, codant pour le facteur σ végétatif de L. 
lactis, présente des facteurs de surexpression de l’ordre de 2 dans les 3 points de carence en 
isoleucine. 
 
II.3.3 Autres contrôles 
 
Cette partie décrit les variations d’expression dans les catégories fonctionnelles pour 
lesquelles il n’a pas été observé de contrôle positif ou négatif clair dans les 2 conditions. Il 
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s’agit d’une part des catégories fonctionnelles pour lesquelles les gènes ne présentent pas la 
même réponse lors de la carence et suite à l’ajout de norvaline. Ces dissimilitudes sont 
généralement la conséquence d’une sous-expression plus marquée lors de la carence. D’autre 
part, il s’agit des catégories fonctionnelles pour lesquelles, quelle que soit la condition 
observée, on n’observe pas de profil d’expression majoritaire, c’est-à-dire que l’on dénombre 
autant de gènes sous-exprimés que surexprimés. 
 
II.3.3.1 Transcription 
 
Les gènes rpoA, B et C, codant pour les sous-unités α, β et β’ de l’ARN polymérase, 
sont sous-exprimés d’un facteur 0,79, 0,69 et 0,61 après 30 min, 1,7 h et 3,5 h de carence en 
isoleucine, de même que les gènes mfd, queA, rluA et C, également impliqués dans la 
machinerie de transcription. Seuls 2 gènes sont surexprimés : nusA (ratios de 1,42, 1,28 et 
1,16) et nusG (ratios de 1,49, 1,41 et 1,71), codant pour des facteurs d’antiterminaison. En 
présence de norvaline, seul nusG voit son expression varier : il est surexprimé avec des 
facteurs de 1,86 et 1,26 à 10 min et 1,6 h après l’ajout. 
Par ailleurs, les gènes vacB1 et B2, codant pour des ribonucléases dont la fonction n’est 
pas caractérisée, sont surexprimés d’un facteur 1,12 à 1,43 au cours de la carence alors qu’ils 
ne le sont pas suite à l’ajout de norvaline. 
 
II.3.3.2 Réplication 
 
Le contrôle de l’expression des gènes impliqués dans la réplication est contrasté lors de 
la carence en isoleucine : 8 gènes sont sous-exprimés (dnaD, E, J, Q, hslA, parC, ssbB et 
yffD) avec des facteurs moyens de 0,75, 0,61 et 0,63 alors que 10 gènes sont surexprimés dans 
les 3 points (cshA, dnaC, mutM, S, Y, ogt, pcrA, ruvB, tag et topA, ratios moyens de 1,52, 1,58 
et 1,55) et 5 sont surexprimés après 3,5 h de carence seulement (polA, C, radC, snf et ung, 
ratio moyen de 1,37). Suite à l’ajout de norvaline, le contrôle de l’expression des gènes de 
réplication est très majoritairement positif puisque 13 gènes voient leur expression augmenter 
(cshA, dnaC, H, J, hsdM, mutM, S, X, Y, ogt, ruvA, tag et topA) avec des facteurs moyens de 
1,65 et 1,43 alors que seuls 2 gènes sont sous-exprimés. 
 
 132
IV. Adaptation de L. lactis IL1403 à la carence en isoleucine et réponse stringente 
II.3.3.3 Division cellulaire 
 
7 gènes codant pour des fonctions de division cellulaire voient leur expression varier 
lors de la carence en isoleucine. Les gènes ftsE, gidB et C sont légèrement sous-exprimés 
(ratios moyens de 0,77, 0,89 et 0,78 après 30 min, 1,7 h et 3,5 h) alors que les gènes ftsW2, X, 
gidA et mesJ sont surexprimés progressivement et atteignent un ratio d’expression moyen de 
1,55 à 3,5 h de carence. Suite à l’ajout de norvaline, le contrôle de l’expression des gènes de 
division cellulaire est plus clair : 5 gènes sont surexprimés (ftsH, K, gidA, B et C) avec des 
facteurs moyens de 1,45 et 1,49 après 10 min et 1,6 h. 
 
II.3.3.4 Enveloppe cellulaire 
 
L’enveloppe cellulaire regroupe la membrane cytoplasmique et la paroi. Le contrôle de 
l’expression des gènes codant pour la biosynthèse de la membrane est partagé dans les 2 
conditions étudiées. Lors de la carence en isoleucine, 2 gènes impliqués dans la biosynthèse 
de la membrane sont sous-exprimés (bmpA et plpD) alors que 2 sont surexprimés (cdsA et 
lgt). Suite à l’ajout de norvaline, bmpA et yfjC sont sous-exprimés tandis que dgkA, plpB et D 
sont surexprimés 10 min après l’ajout (ratio moyen de 1,62).  
Les gènes codant pour le métabolisme des acides gras, qui participent à la formation de 
la membrane, sont dans une grande majorité sous-exprimés lors de la carence en isoleucine. 
En effet, 11 gènes présentent des ratios moyens de 0,77, 0,52 et 0,53 après 30 min, 1,7 h ou 
3,5 h de carence (accC, D, acpA, fabD, F, G1, Z1, Z2, fadD, yeaG et yebA) alors que seul 
acpD est surexprimé (ratios de 1,80, 1,85 et 2,33). La sous-expression massive des gènes du 
métabolisme des acides gras n’est pas observée suite à l’ajout de norvaline car 2 gènes 
seulement voient leur expression diminuer (fadD et lpl) alors que 3 sont surexprimés 
transitoirement (accC, acpD et fabI, ratio moyen de 1,57 après 10 min). 
Parmi les gènes impliqués dans la synthèse de la paroi, 4 sont sous-exprimés lors de la 
carence (acmA, murB, C et E) et 13 sont surexprimés : acmB, C et D, codant pour des N-
acétylmuramidases (ratios moyens de 1,45, 1,33 et 1,65), mreC et D, codant pour une protéine 
déterminant la forme des cellules, dacB, dal, glmU et 5 gènes codant pour des pénicilline 
"binding" protéines (pbp1B, 2B, X et ponA, ratios moyens de 1,26, 1,29 et 1,40 et pbp2A, 
ratios de 2,45, 2,36 et 3,17). Suite à l’ajout de norvaline, des répressions et inductions 
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similaires sont observées : murC est sous-exprimé alors que dacB, dal, mreD et 4 gènes 
codant pour des "pénicilline binding" protéines (pbp2A, 2B, X et ponA) sont surexprimés. 
Enfin, 8 gènes impliqués dans la biosynthèse de polysaccharides de surface participent à 
la réponse à la carence en isoleucine : 2 sont sous-exprimés et 6 sont surexprimés. Il faut 
souligner la surexpression marquée de dltC et icaC, qui code pour une protéine d’adhésion 
(ratios moyens de 2,48, 2,36 et 2,71) et la surexpression progressive de icaA qui atteint un 
ratio d’expression de 2,2 après 3,5 h de carence. Suite à l’ajout de norvaline, 10 gènes sont 
modérément surexprimés, dont icaA et B participant au phénomène d’adhésion, et 2 sont 
fortement surexprimés (dltC et icaC, ratios moyens de 3,18 et 2,52). 
 
II.3.3.5 Gènes codant pour des fonctions phagiques 
 
Lors de la carence en isoleucine, l’expression de 13 gènes codant pour des fonctions 
phagiques est progressivement induite (pi101, 102, 125, 145, 208, 213, 242, 347, 349, pip, 
ps201, 301 et 303, ratios moyens de 1,47, 1,52 et 1,84) alors que celle de 13 autres est 
réprimée. Suite à l’ajout de norvaline, 8 gènes sont surexprimés (pi101, 125, 242, 337, 358, 
pip, ps203 et 303, ratios moyens de 1,51 et 1,44) et 5 sont sous-exprimés. 
 
III. Discussion 
 
Ce travail a permis d’observer pour la première fois chez L. lactis la réponse à une 
carence en acide aminé aux niveaux macroscopique et transcriptomique. Pour mieux 
comprendre les mécanismes de régulation mis en jeu, cette caractérisation a été complétée par 
l’étude de la réponse mise en place suite à l’ajout de norvaline.  
 
III.1 Dynamique des réponses 
 
Lors de la culture sur milieu ILV10, un épuisement progressif de l’isoleucine est 
provoqué par sa consommation par les cellules lors de la croissance. Ceci permet une 
imposition "naturelle" de la carence et une mise en place progressive de la réponse. Un 
ralentissement de la croissance est observé dès 3,33 h de culture alors que les acides aminés, 
dont l’isoleucine, sont toujours présents dans le milieu. Des mécanismes très sensibles de 
perception de la concentration en acides aminés doivent donc permettre la mise en place 
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d’une réponse précoce. La carence en isoleucine survient à 3,83 h de culture mais le 
ralentissement de la croissance se poursuit jusqu’à 4,83 h puis celle-ci se stabilise au-delà 
avec un taux faible de 0,04 h-1. Cette cinétique révèle une adaptation lente et progressive à la 
carence en isoleucine. Le maintien de la croissance, bien qu’à une vitesse très lente, malgré 
l’auxotrophie de L. lactis IL1403 pour cet acide aminé (Cocaign-Bousquet et al., 1995), 
souligne la mise en place de mécanismes d’adaptation efficaces, qui doivent notamment 
permettre de maintenir un approvisionnement en isoleucine. 
La réponse mise en place est pléiotropique puisqu’elle implique 871 gènes participant 
aux diverses fonctions métaboliques de la cellule. Cette réponse se caractérise par un contrôle 
positif majoritaire qui semble s’accentuer lorsque la carence en isoleucine se poursuit. Les 
gènes dont l’expression est induite doivent donc coder pour des fonctions métaboliques 
nécessaires dès l’épuisement de l’isoleucine et qui sont toujours requises après 1,7 h ou 3,5 h 
de carence. A l’inverse, le contrôle négatif est plus restreint et apparaît plus constant dans les 
3 points de carence étudiés. 
 
Parallèlement, la réponse de L. lactis à un ajout de norvaline à une concentration finale 
de 10 g.l-1 a été étudiée. Ce composé bloque l’aminoacylation des ARNtile et ARNtleu, ce qui 
permet de mimer une carence en ces acides aminés. L’ajout brutal de ce composé dans le 
milieu de culture permet d’observer la réponse instantanée du micro-organisme à une carence 
"artificielle". L’ajout de norvaline provoque un arrêt transitoire de la croissance pendant une 
période de 45 min durant laquelle la réponse stringente se met en place. Ensuite, la croissance 
reprend à un taux de 0,17 h-1 maintenu jusqu’à l’épuisement du glucose. Cette croissance des 
cellules adaptées résulte probablement d’un équilibre entre la norvaline et les acides aminés 
branchés, présents dans le milieu de culture, qui permet une aminoacylation résiduelle faible 
des ARNtile et ARNtleu. 
La réponse mise en place suite à l’ajout de norvaline apparaît large puisqu’elle fait 
intervenir 648 gènes, dont l’expression est majoritairement induite. Ces inductions sont très 
marquées 10 min après l’ajout et semblent plus atténuées après 1,6 h. Ceci contraste avec ce 
qui a été observé lors de la carence en isoleucine mais est cohérent avec l’hypothèse d’une 
légère relaxation de l’effet inhibiteur de la norvaline visualisé par la reprise de la croissance. 
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III.2 Analyse conjointe des réponses 
 
La réponse stringente est contrôlée par le (p)ppGpp dont la synthèse est induite suite à 
la fixation d’ARNt non chargés sur les ribosomes (Cashel et Rudd, 1987; Wendrich et al., 
2002). L’ajout de norvaline permet d’observer directement la réponse stringente suite à l’effet 
inhibiteur de ce composé sur l’aminoacylation des ARNtile et leu. Similairement, la carence en 
isoleucine constitue une condition inductrice de la réponse stringente puisqu’elle conduit à 
une réduction du pool en ARNtile chargés dans la cellule. Cependant, des réponses 
indépendantes d’un contrôle stringent peuvent également être mises en place lors de la 
carence en isoleucine. La diminution du pool d’isoleucine est en effet susceptible d’induire 
des réponses spécifiques. Ainsi, l’étude de la carence naturelle en isoleucine permet 
d’observer la totalité des réponses mises en place suite à l’apparition de ce stress nutritionnel 
tandis que l’ajout de norvaline permet de visualiser exclusivement la réponse stringente. 
Par conséquent, pour définir de façon exacte la réponse stringente chez L. lactis, les 
profils d’expression observés lors de la carence en isoleucine et suite à l’ajout de norvaline 
ont été confrontés. Afin de réduire les artefacts de cette comparaison, la norvaline, mimant 
une carence en leucine et isoleucine, a été ajoutée à 3,5 h de culture sur milieu ILV5 lorsque 
les cellules se trouvent dans un état physiologique comparable à celui observé juste avant 
l’épuisement de l’isoleucine lors de la culture sur milieu ILV10. Les réponses communes aux 
2 expérimentations ont été attribuées à un mécanisme de réponse stringente. A l’inverse, les 
inductions ou répressions observées uniquement lors de la carence en isoleucine sont 
considérées indépendantes d’un contrôle stringent et donc spécifiques de la carence. 
 
III.3 Définition de la réponse stringente chez L. lactis 
 
L’ensemble des réponses communes aux 2 études et constituant la réponse stringente 
sont récapitulées dans la figure IV.3. 
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Biosynthèse d’acides aminés
Contrôle + Contrôle -
Assimilation d’acides aminés
Système protéolytique
Transport d’acides aminés
Réponses croisées au stress
Oxydatif Osmotique Acide
Transporteurs "Multidrug Resistance"
Protéine générale de stress (YtgH) Métabolisme des purines et pyrimidines
Chaperonnes
Métabolisme carboné
Voies d’assimilation
Transport
Traduction
Protéines ribosomales
Facteurs de traduction
ARNt synthétases
Figure IV.3 : Récapitulatif des différents contrôles exercés par la réponse stringente chez L. 
lactis IL1403. 
 
III.3.1 Contrôle stringent négatif 
 
La répression de la transcription des ARN ribosomaux est considérée comme le trait 
caractéristique de la réponse stringente (Cashel et Rudd, 1987). La quantité d’ARNr n’a pas 
été quantifiée directement lors de notre étude du fait de l’absence de ces ARN sur les supports 
de nylon utilisés. Néanmoins, suite à l’ajout de norvaline et surtout lors de la carence en 
isoleucine, une réduction de la concentration en ARN total, contenant 85 % d’ARNr, a été 
observée suggérant une diminution de la concentration en ARNr. 
 
L’analyse des 2 réponses transcriptomiques révèle en premier lieu un contrôle négatif 
généralisé des gènes de l’appareil de traduction lors de la réponse stringente. De nombreux 
gènes codant pour les protéines ribosomales, les facteurs de traduction et les ARNt 
synthétases sont ainsi sous-exprimés. Une répression globale de l’expression des gènes codant 
pour les protéines ribosomales et les facteurs de traduction a déjà été largement décrite chez 
E. coli et B. subtilis (Cashel et Rudd, 1987; Chang et al., 2002; Eymann et al., 2002). En 
revanche, la répression de l’expression de gènes codant pour les ARNt synthétases apparaît 
spécifique de L. lactis puisque ces gènes ne sont pas régulés lors de la réponse stringente chez 
E. coli et B. subtilis (Cashel et Rudd, 1987; Eymann et al., 2002). 
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De plus, la réponse stringente semble contrôler négativement l’expression des gènes du 
métabolisme carboné que ce soit au niveau des voies d’utilisation ou du transport. De telles 
obser
plus particulièrement les gènes impliqués dans la 
biosy
vations ont déjà été reportées chez E. coli et B. subtilis (Chang et al., 2002; Eymann et 
al., 2002). Ce contrôle intervient très certainement de façon à ajuster la vitesse d’assimilation 
des sources carbonées au taux de croissance réduit lors de la réponse stringente. Le contrôle 
négatif du métabolisme carboné est confirmé au niveau physiologique par la réduction 
drastique du flux catabolique (qS) qui a été observée lors de la carence en isoleucine ou suite à 
l’ajout de norvaline (tableaux IV.1 et IV.2). 
Le métabolisme des purines et des pyrimidines apparaît essentiellement contrôlé de 
façon négative. Le contrôle stringent affecte 
nthèse des pyrimidines. Cette répression est cohérente avec une limitation des dépenses 
énergétiques dans des conditions où la demande en nucléotides est restreinte du fait du 
ralentissement de la croissance. Le métabolisme des purines présente un contrôle négatif 
moins marqué. Nous suggérons que, lors de la réponse stringente, le maintien partiel du 
métabolisme des purines est nécessaire pour assurer la synthèse de (p)ppGpp ou, de façon 
alternative, pour rétablir des pools de GDP et GTP compatibles avec les besoins cellulaires 
suite à leur utilisation pour la synthèse de (p)ppGpp. Cette hypothèse est soutenue par 
l’observation de la régulation concertée de divers gènes (figure IV.4). La surexpression du 
gène add favoriserait la conversion de l’adénosine en inosine, pouvant être transformée en 
IMP. La surexpression de guaA et guaB, associée à la sous-expression de guaC, favorise la 
formation de GMP à partir de l’IMP. Parallèlement, l’augmentation très marquée de 
l’expression de pbuX, codant pour la xanthine perméase, permettrait l’assimilation de la 
xanthine, présente dans le milieu de culture, puis sa transformation ultérieure en XMP puis 
GMP. Le contrôle stringent négatif du métabolisme des purines et pyrimidines a déjà été 
décrit chez E. coli et B. subtilis (Chang et al., 2002; Eymann et al., 2002). Chang et al. (2002) 
ont toutefois observé que celui-ci était plus marqué pour les gènes codant pour la synthèse des 
pyrimidines. De plus, la surexpression du gène guaB a été précédemment mise en évidence 
suite à l’ajout de norvaline chez B. subtilis (Eymann et al., 2002), en accord avec le contrôle 
positif de ce gène observé ici. 
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Xanthine
Xanthine
XMP GMPIMP
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guaB guaA
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Figure IV.4 : Contrôle du pool de GMP lors de la réponse stringente de L. lactis IL1403 grâce 
à la surexpression des gènes pbuX (xanthine perméase), add (adénosine déaminase), guaB 
(IMP déshydrogénase), guaA (GMP synthétase) et la sous-expression de guaC (GMP 
réductase). L’épaisseur des fléches pleines est proportionnelle aux niveaux de surexpression, la flèche en tiret 
représente une sous-expression. 
 
Enfin, les gènes groES et grpE, codant pour des chaperonnes, sont contrôlés 
négativement lors de la réponse stringente. Une telle répression a déjà été observée chez E. 
coli pour le gène dnaK (Chang et al., 2002). En revanche, les gènes codant pour les 
chaperonnes n’apparaissent pas contrôlés par la réponse stringente chez B. subtilis (Eymann 
et al., 2002). 
 
III.3.2 Contrôle stringent positif 
 
La réponse stringente exerce un contrôle positif qui apparaît beaucoup plus large que le 
contrôle négatif. On observe tout d’abord une forte induction de l’expression des gènes codant 
pour la biosynthèse des acides aminés aromatiques, de la proline, la méthionine et les acides 
aminés branchés. A l’exception de l’isoleucine, dont la carence est induite de façon naturelle 
ou artificielle, tous les acides aminés sont présents dans le milieu de culture. Cette réponse 
positive qui ne se limite pas aux acides aminés absents du milieu, ou dont la carence est 
mimée, suggère que la réponse stringente pourrait offrir des protections croisées contre 
d’autres carences en acides aminés. Chez E. coli, ce contrôle stringent est restreint à l’arginine 
et l’histidine (Chang et al., 2002) alors que chez B. subtilis il affecte les voies de biosynthèse 
de l’arginine, l’histidine, la cystéine et les acides aminés branchés (Eymann et al., 2002; 
Mader et al., 2002). Ceci suggère que le contrôle positif s’exerce spécifiquement sur certains 
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acides aminés selon les espèces bactériennes. Ce contrôle différentiel souligne probablement 
différentes sensibilités des opérons de biosynthèse des acides aminés au (p)ppGpp. 
Plus largement, la réponse stringente semble, chez L. lactis, favoriser l’assimilation 
d’acides aminés. En effet, un contrôle positif de l’expression de divers transporteurs d’acides 
aminés ainsi que du système protéolytique, assurant l’assimilation d’oligopeptides présents 
dans le milieu via leur transport et leur dégradation intracellulaire, est observé. Un contrôle 
positif des transporteurs d’acides aminés a été suggéré chez E. coli (Cashel et Rudd, 1987) 
mais n’a pas été observé lors d’études transcriptomiques chez E. coli et B. subtilis (Chang et 
al., 2002; Eymann et al., 2002; Mader et al., 2002). La surexpression d’un gène codant pour 
un transporteur d’oligopeptides a néanmoins été décrite suite à l’ajout de norvaline chez B. 
subtilis (appD, Eymann et al., 2002). 
 
D’autre part, la réponse stringente apparaît induire de nombreuses réponses au stress 
chez L. lactis. On constate ainsi des surexpressions notables de gènes habituellement 
impliqués dans la lutte contre les stress oxydatif (ahpC, F, tpx, peroxydases ; gshR, 
glutathione réductase ; métabolisme oxydatif, etc), osmotique (busAA, AB, transport de 
glycine bétaïne) ou acide (mleS, P, fermentation malolactique ; gadB, décarboxylation du 
glutamate). L’induction de l’expression des gènes pbp pourrait également participer à la lutte 
contre le stress car les "pénicilline binding" protéines sont indispensables lors d’un stress 
acide (van de Guchte et al., 2002). De même, la surexpression de gènes codant pour des 
transporteurs "Multidrug Resistance" pourrait constituer une réponse au stress. De plus, 
l’induction de l’expression de ytgH suggère la mise en place d’une réponse générale au stress. 
Toutefois, le contrôle des conditions de culture (30 °C, pH 6,6, anaérobiose) exclut 
l’apparition effective de stress physico-chimiques. Ceci souligne la mise en place de 
protections croisées au stress lors de la réponse stringente. Celles-ci autoriseraient la survie 
des cellules lors de la survenue de stress ultérieurs. En absence de tels mécanismes, de 
nouvelles conditions de stress pourraient se révéler létales faute de ressources énergétiques 
pour assurer la mise en place des mécanismes de lutte lors d’une phase de croissance altérée. 
Ceci est en accord avec une participation de la réponse stringente à la résistance au stress 
acide proposée par Rallu et al. (2000). 
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III.3.3 Spécificités de la réponse stringente chez L. lactis 
 
La réponse stringente est généralement décrite comme un mécanisme permettant 
l’ajustement des activités physiologiques majeures à une vitesse de croissance réduite lors de 
la carence en acides aminés. Ce point a été confirmé chez L. lactis pour les gènes impliqués 
dans la traduction, le métabolisme carboné et la biosynthèse des purines et pyrimidines. 
Cependant, la transcription n’apparaît pas affectée lors de la réponse stringente (aucun gène 
sous-exprimé suite à l’ajout de norvaline), contrairement à ce qui est observé chez E. coli ou 
B. subtilis (Chang et al., 2002; Eymann et al., 2002). Toutefois, chez B. subtilis, malgré la 
sous-expression d’un unique gène codant pour une sous-unité de l’ARN polymérase (rpoA) 
suite à un ajout de norvaline, une réduction drastique de la vitesse de transcription, évaluée 
par la vitesse d’incorporation d’[3H]-uridine, est observée (Eymann et al., 2002). Ceci suggère 
un contrôle post-transcriptionnel de l’activité de transcription. Un tel phénomène est donc 
susceptible de survenir également chez L. lactis. Par ailleurs, l’expression des gènes de 
l’enveloppe cellulaire, la réplication et la division cellulaire apparaît régulée de façon positive 
suite à l’ajout de norvaline et de façon plus contrastée lors de la carence en isoleucine, 
écartant un contrôle stringent négatif de ces activités, contrairement à ce qui a été proposé 
chez E. coli et B. subtilis (Chiaramello et Zyskind, 1990; Eymann et al., 2002). Cependant, 
chez B. subtilis, cette proposition reposait sur l’observation d’un nombre restreint de gènes 
(Eymann et al., 2002). De même, Chang et al. (2002) ont observé que l’expression des gènes 
de division cellulaire ne semblait pas corrélée à la réponse stringente. 
 
A l’inverse, la réponse stringente paraît exercer un contrôle positif beaucoup plus 
étendu chez L. lactis que ce qui a été décrit dans d’autres micro-organismes. En premier lieu, 
le contrôle positif de l’expression des gènes participant à l’assimilation d’acides aminés est 
particulièrement marqué que ce soit par le nombre de gènes impliqués ou par l’intensité des 
surexpressions. L’induction de l’expression de gènes du système protéolytique et de 
transporteurs d’acides aminés, permettant un apport conséquent en acides aminés, est une 
spécificité de L. lactis puisqu’elle n’a pas été relatée chez E. coli et B. subtilis. Cette 
caractéristique est probablement liée à la capacité de synthèse d’acides aminés limitée chez L. 
lactis qui lui impose d’établir des mécanismes efficaces d’approvisionnement en acides 
aminés exogènes. 
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Par ailleurs, l’induction très significative de réponses au stress (acide, osmotique, 
oxydatif) est remarquable chez L. lactis. Chez E. coli, il est démontré que la réponse 
stringente induit l’expression de gènes sous le contrôle du facteur σ alternatif σS (Chatterji et 
Ojha, 2001; Magnusson et al., 2005). Son régulon comprend de nombreux gènes impliqués 
dans les réponses aux stress osmotique, acide, oxydatif ou thermique. Néanmoins, la 
surexpression de certains d’entre eux seulement a été observée lors de la réponse stringente 
par une approche transcriptomique (Chang et al., 2002). Chez B. subtilis, l’expression de 
gènes de compétence sous le contrôle de σH est induite lors de la réponse stringente (Eymann 
et al., 2002). En revanche, le facteur σB, contrôlant la mise en place de la réponse générale au 
stress (Hecker et al., 1996; Price et al., 2001), n’est pas activé lors de la réponse stringente 
dans ce micro-organisme (Eymann et Hecker, 2001). La mise en place marquée et globale de 
réponses croisées au stress lors de la réponse stringente semble donc être une spécificité de L. 
lactis. 
 
III.3.4 Mécanismes de régulation de la réponse stringente 
 
Il est admis que, lors de la réponse stringente, l’accumulation de (p)ppGpp est 
responsable du contrôle de l’expression (Cashel et Rudd, 1987; Magnusson et al., 2005). La 
voie de biosynthèse du (p)ppGpp n’est pas caractérisée chez L. lactis mais elle est cependant 
fonctionnelle puisque la présence de (p)ppGpp a été mise en évidence dans la souche 
MG1363 (Rallu et al., 2000). Cette synthèse est très probablement assurée par RelA, 
homologue à une (p)ppGpp synthétase. L’expression du gène relA ne varie pas 
significativement lors de la carence en isoleucine et suite à l’ajout de norvaline. Cependant, 
chez les micro-organismes à Gram+, les homologues de RelA semblent posséder une double 
activité de synthèse et de dégradation du (p)ppGpp qui serait régulée de façon antagoniste au 
niveau enzymatique (Mittenhuber, 2001; Mechold et al., 2002). Un contrôle de l’expression 
de relA n’apparaît donc pas nécessaire pour provoquer une accumulation de (p)ppGpp. 
Le gène rplI, codant pour la protéine ribosomale L9, est surexprimé lors de la réponse 
stringente. On peut suggérer la participation de cette protéine dans le contrôle de la synthèse 
de (p)ppGpp, de façon similaire à la protéine ribosomale L11 qui est nécessaire pour 
l’induction de la synthèse de (p)ppGpp chez E. coli (Wendrich et al., 2002) et C. glutamicum 
(Wehmeier et al., 2001). 
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Bien que le (p)ppGpp soit considéré comme le principal effecteur de la réponse 
stringente, les mécanismes de régulation qu’il exerce ne sont encore que partiellement 
compris. La fixation du (p)ppGpp à l’ARN polymérase est supposée être directement 
responsable du contrôle négatif en affectant l’efficacité de transcription de gènes cibles 
(Magnusson et al., 2005). Chez L. lactis, la fixation du (p)ppGpp à l’ARN polymérase et la 
sensibilité des promoteurs, notamment ceux des opérons rrn, à ce complexe n’ont pas encore 
été évaluées. 
A l’inverse, bien que les bases moléculaires du contrôle stringent positif restent 
méconnues, il est suggéré que le (p)ppGpp assure une régulation positive indirecte, 
notamment en favorisant l’activité des facteurs σ alternatifs responsables d’une réorganisation 
spécifique de l’expression (Jishage et al., 2002). Le (p)ppGpp permet ainsi l’expression de 
gènes sous le contrôle de σS ou σH chez E. coli ou B. subtilis (Gentry et al., 1993; Kvint et al., 
2000; Eymann et al., 2002). Cependant, L. lactis IL1403 ne possède que 2 facteurs σ 
alternatifs, ComX, qui serait impliqué dans la régulation des gènes de compétence, et SigX, 
dont la participation à la réponse stringente n’a pas été formellement établie (surexpression 
uniquement en présence de norvaline). L’induction de facteurs σ alternatifs n’apparaît donc 
pas être le mode de régulation positif mis en œuvre lors de la réponse stringente chez L. lactis. 
Cela suggère qu’un mécanisme de régulation distinct est mis en jeu dans ce micro-organisme. 
La diversité des régulateurs induits (42 et 25 gènes lors de la carence en isoleucine et suite à 
l’ajout de norvaline respectivement) permet de proposer que le contrôle positif serait assuré 
par une batterie de régulateurs ponctuels, eux-mêmes sous le contrôle du (p)ppGpp par un 
mécanisme restant encore à définir. Le système à 2 composants F, dont l’expression est 
induite lors de la réponse stringente, pourrait notamment assurer la mise en place de la 
réponse croisée au stress oxydatif, conformément à son rôle proposé par O’Connell-
Motherway et al. (2000).  
Par ailleurs, on ne peut pas écarter l’intervention de mécanismes de régulation 
indépendants du (p)ppGpp, dont plusieurs exemples ont déjà été proposés dans la littérature 
(Wendrich et Marahiel, 1997; Steiner et Malke, 2000; Eymann et al., 2002). Cependant, la 
démarche adoptée lors de cette étude ne nous permet pas de distinguer les mécanismes 
(p)ppGpp (ou relA) dépendants et indépendants. 
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III.4 Réponses spécifiques de la carence en isoleucine 
 
L’imposition naturelle et progressive de la carence en isoleucine provoque une réponse 
plus large que celle observée suite à l’ajout de norvaline. Cette approche plus représentative 
des conditions physiologiques a permis d’identifier les phénomènes d’adaptation spécifiques 
de la carence et indépendants de la réponse stringente. 
 
III.4.1 Contrôle négatif des activités physiologiques 
 
Lors de la carence en isoleucine, l’expression des gènes codant pour des activités 
physiologiques liées à la croissance est plus fortement réprimée que suite à l’ajout de 
norvaline. En effet, les gènes codant pour la machinerie de transcription, dont 3 gènes codant 
pour les sous-unités de l’ARN polymérase, sont sous-exprimés lors de la carence, 
contrairement à ce qui est observé suite à l’ajout de norvaline. De même, plusieurs gènes 
codant pour la réplication et la division cellulaire sont sous-exprimés, alors que seules des 
surexpressions ont été observées en présence de norvaline. Enfin, l’expression des gènes 
codant pour la biosynthèse de l’enveloppe cellulaire apparaît nettement plus affectée lors de la 
carence. On observe ainsi une sous-expression des gènes codant pour la synthèse d’acides 
gras, de plusieurs gènes codant pour la formation de muréine et une surexpression des gènes 
acm, codant pour des N-acétylmuramidases assurant l’hydrolyse du peptidoglycane, lors de la 
carence en isoleucine. Enfin, l’expression des gènes codant pour l’appareil de traduction est 
plus largement réprimée. 
Un contrôle négatif marqué des activités physiologiques liées à la croissance apparaît 
cohérent avec la faible croissance imposée par l’état de carence en isoleucine (taux de 
croissance 4 fois inférieur à celui observé en présence de norvaline). Cet ajustement de 
l’activité des processus cellulaires doit en effet permettre de limiter les dépenses énergétiques 
dans des conditions de croissance réduite. 
 
III.4.2 Amplification de la lutte contre la carence en acides aminés 
 
Bien que les réponses à la carence en isoleucine et à la norvaline soient très similaires, 
certaines inductions ont été observées uniquement suite à l’épuisement de l’isoleucine. Ces 
réponses concernent notamment la biosynthèse de certains acides aminés (thréonine, sérine et 
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histidine), le métabolisme du citrate et du glutamate, les protéases (Clp et HtrA) et des 
transporteurs inconnus (acides aminés ou autres). De plus, certaines inductions déjà observées 
suite à l’ajout de norvaline prennent beaucoup plus d’ampleur en carence, elles doivent donc 
être contrôlées par un mécanisme additionnel, indépendant de la réponse stringente. Ceci est 
notamment le cas des gènes de voies de biosynthèse des acides aminés branchés ou des gènes 
du système protéolytique qui présentent un contrôle élargi et accentué. 
Ces réponses spécifiques, schématisées dans la figure IV.6, interviennent d’une part 
pour stimuler la biosynthèse d’isoleucine et, d’autre part, pour favoriser la récupération 
d’isoleucine, ou plus largement d’acides aminés, via l’intervention du système protéolytique 
et de protéases. 
 
III.4.2.1 Stimulation de la biosynthèse d’isoleucine 
 
On assiste en premier lieu à une induction très marquée des gènes de biosynthèse des 
acides aminés branchés (bcaT, ilvB, C, D, N, leuB, C et D). La forte induction de l’expression 
des gènes ilv et leu est en accord avec les observations de Godon et al. (1993) qui ont mis en 
évidence, par une technique de Northern, une expression de ces gènes uniquement en absence 
de BCAA chez L. lactis IL1403. Il semble donc que ces acides aminés exercent un effet 
répresseur sur l’expression de cet opéron qui est levé suite à l’épuisement de l’isoleucine. Il 
faut souligner que, à l’exception de leuA et ilvA, dont l’expression n’a pas pu être mesurée car 
leurs cibles sont absentes des supports de nylon utilisés dans cette étude, l’ensemble de 
l’opéron leuABCD-ymeB-ilvDBNCA-aldBR est induit lors de la carence en isoleucine. Cette 
induction semble offrir un potentiel de synthèse d’isoleucine ou de BCAA accru. Cependant, 
une synthèse de ces acides aminés reste hypothétique puisque certains gènes de la voie, dont 
leuB, ne sont pas fonctionnels chez L. lactis IL1403 (Godon et al., 1993), ce qui explique 
d’ailleurs son auxotrophie pour les BCAA. Les inductions observées soulignent cependant 
une réminiscence de mécanismes de régulation dépendants des BCAA. 
L’acétolactate décarboxylase, codée par aldB, assure la déviation du flux vers la voie du 
diacétyle (figure IV.6). Cependant, il a été mis en évidence que aldB est peu traduit lorsqu’il 
est transcrit à partir des promoteurs P1 ou P2 de l’opéron leu-ilv-ald (figure IV.5) (Goupil-
Feuillerat et al., 2000), ce qui est probablement le cas ici compte tenu des niveaux de 
surexpression comparables observés pour l’ensemble des gènes de l’opéron. Une orientation 
du flux d’acétolactate vers la voie du diacétyle par l’ALDC semble donc peu envisageable, 
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d’autant plus que le gène butA, codant pour l’acétoïne réductase, est sous-exprimé (figure 
IV.6).  
 
P1 P2 P3
T1 T2
leuA leuB leuC leuDymeB ilvD ilvB ilvN ilvC ilvA aldB aldR
Figure IV.5 : Organisation de l’opéron leu-ilv-ald chez L. lactis ; P1, P2 et P3 : promoteurs ; 
T1 et T2 : terminateurs. 
 
La biosynthèse d’autres acides aminés semble stimulée et certaines des inductions 
observées surviennent probablement de façon à favoriser la formation d’isoleucine ou de 
BCAA. La surexpression des gènes thrB et C, codant pour la synthèse de thréonine, favorise 
la formation du kétobutyrate qui est le précurseur de l’isoleucine (figure IV.6). De façon 
similaire, la surexpression des gènes serA, C et B stimule la synthèse de sérine à partir du 3P-
glycérate. La sérine peut ensuite être dégradée par la sérine déshydratase, SdaA ou B, dont les 
gènes sont surexprimés, en pyruvate augmentant ainsi le pool de ce composé nécessaire pour 
la synthèse des BCAA (figure IV.6). Il faut ici souligner que le maintien d’un catabolisme 
actif permet également de générer du pyruvate. De façon alternative, on peut proposer que les 
voies de biosynthèse de la thréonine et de la sérine soient stimulées pour rétablir leurs pools 
intracellulaires suite à leur utilisation pour la synthèse d’isoleucine ou de BCAA. 
 
D’autre part, la surexpression concertée de gènes qui ne sont pas impliqués dans la voie 
de biosynthèse d’isoleucine pourrait également faciliter sa production. Ainsi, la pyruvate 
déshydrogénase, codée par pdhB et D, assure la formation d’acétyl-Co-A, dont la 
transformation en acétate et éthanol est limitée par la sous-expression des gènes adhE, ackA1 
et A2. La formation d’oxaloacétate pourrait être favorisée, en présence de malate, par la 
surexpression des gènes mleP et S, codant pour le transporteur de malate et la malate 
déshydrogénase. L’acétyl-Co-A et l’oxaloacétate peuvent ensuite être utilisés par les enzymes 
du cycle de Krebs, codées par gltA, citB, icd et gltD, pour former le glutamate qui est le 
donneur du groupe aminé nécessaire à l’aminotransférase BcaT assurant la dernière étape de 
synthèse de l’isoleucine ou des BCAA (figure IV.6). Aucun mécanisme évident ne peut être 
proposé pour expliquer la co-régulation de ces gènes, cependant elle est probablement 
dépendante du pool d’isoleucine puisqu’elle n’est pas observée suite à l’ajout de norvaline. 
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III.4.2.2 Système protéolytique 
 
En plus de ces réponses favorisant la biosynthèse d’isoleucine ou de BCAA, d’autres 
systèmes sont mis en place de façon à approvisionner la cellule en isoleucine. L’induction du 
système protéolytique est constatée suite à l’ajout de norvaline. Cependant, lors de la carence 
en isoleucine, les gènes codant pour ce système sont contrôlés de façon plus marquée et 
générale, notamment car l’intégralité des opérons codant pour les systèmes Opp et Opt sont 
surexprimés de façon très nette. Ce système est susceptible d’assurer un approvisionnement 
en acides aminés à la cellule en transportant puis dégradant des peptides (figure IV.6). 
Cependant, la souche et les conditions de culture utilisées ne permettent pas un 
fonctionnement effectif de ce système puisque L. lactis IL1403 est dépourvu de protéinase 
PrtP assurant la dégradation initiale des protéines en peptides et que le milieu ILV10 utilisé ne 
contient pas de peptides ni de protéines. 
Ce système a été principalement étudié chez L. lactis MG1363. Dans cette souche, 
l’expression du système Opp ainsi que celle des peptidases PepC, DA2, N et O1 est contrôlée 
par le répresseur pléiotropique CodY qui bloque la transcription de ces gènes en présence de 
BCAA (Guedon et al., 2001b; den Hengst et al., 2005). Lors de notre étude, l’expression de 
codY ne varie pas significativement, cependant cela n’écarte pas une modulation de l’activité 
de CodY. Les surexpressions très marquées observées permettent de proposer que, suite à 
l’épuisement de l’isoleucine et en présence de quantités réduites de leucine et de valine, la 
répression assurée par CodY est levée permettant ainsi la surexpression de l’opéron opp et des 
gènes pepC, DA et O. La régulation des gènes pepDB, F, P et XP et des gènes opt n’a pas été 
caractérisée de façon formelle chez L. lactis. Leurs surexpressions lors de la carence 
suggèrent néanmoins qu’ils pourraient être également contrôlés par CodY. 
 
III.4.2.3 Protéases 
 
Cette étude a permis de mettre en évidence la participation des protéases dans la 
réponse à la carence en acide aminé chez L. lactis. L’induction des protéases paraît 
indépendante d’un contrôle stringent puisqu’elle n’a pas été observée suite à l’ajout de 
norvaline. Les protéases Clp sont habituellement induites en condition de stress thermique ou 
acide, sous le contrôle du répresseur CtsR, pour dégrader les protéines mal repliées (Frees et 
Ingmer, 1999; Varmanen et al., 2000). L’induction des protéases ClpB, C, E et P lors de la 
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carence en isoleucine pourrait donc viser à dégrader des protéines naissantes mal structurées 
suite à l’absence de cet acide aminé. Cependant, ceci ne justifierait pas la spécificité de 
l’induction lors de la carence en isoleucine puisque la norvaline est susceptible de provoquer 
la même anomalie. Il doit donc exister un signal additionnel gouvernant l’induction des 
protéases pour favoriser la dégradation des protéines non essentielles et permettre la libération 
d’acides aminés, pouvant être utilisés pour la synthèse de protéines nécessaires dans la lutte 
contre la carence (figure IV.6). On peut envisager que l’induction des protéases Clp ne soit 
pas sous le contrôle du répresseur CtsR puisque celui-ci est légèrement surexprimé lors de la 
carence. L’existence d’un contrôle des protéases Clp alternatif à CtsR a déjà été proposée 
(Frees et al., 2001). 
Par ailleurs, l’induction de la protéase de surface HtrA pourrait également favoriser la 
libération d’acides aminés de façon à lutter contre la carence (figure IV.6) bien que Foucaud-
Scheunemann et Poquet (2003) aient proposé que HtrA ne participe pas à la résistance à une 
carence en azote. 
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Leucine Valine Isoleucine
Glucose
Acétolactate
Kétobutyrate
Sérine Thréonine
Kétoisovalérate
Acétohydroxybutyrate
AcétoïneDiacétyl
HtrA
ClpB, C, E, P
PepC, DA, DB, 
F, O, P, XP 
SerC
SerB
ThrB
ThrC
IlvB  
IlvN
IlvB 
IlvNAldB
BcaT
IlvD
IlvC
BcaT
IlvD
IlvC
BcaT
LeuC 
LeuD
LeuB
SdaA, B
Acides aminés libres
Protéines
Acétate Ethanol
Catabolisme 
actif
(IlvA)
ButA
Citrate
Isocitrate
Kétoglutarate
Glutamate
Glutamine
Figure IV.6 : Contrôle des activités métaboliques permettant un approvisionnement en acides 
aminés lors de la carence en isoleucine chez L. lactis IL1403. Les gènes surexprimés sont présentés 
en rouge, les épaisseurs des flèches pleines associées sont proportionnelles aux niveaux de surexpression. Les 
gènes sous-exprimés sont présentés en vert et les réactions associées par des flèches en pointillés. 
 
 
 
 
 
CitB
GltA
Icd
GltD
GlnA
AdhEAckA1 
AckA2
Opp Opt
Peptides
Peptides
Malate
Oxaloacétate
MleP
MleS
SerA
3P-glycérate
Pyruvate
Acétyl-Co-A
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IV. Conclusion 
 
Le travail présenté dans ce chapitre a permis de dresser une première description de la 
réponse stringente chez L. lactis, par une double approche d’induction naturelle et artificielle. 
De façon à éclaircir les mécanismes de régulation mis en jeu lors de cette réponse et identifier 
les mécanismes indépendants du (p)ppGpp, la caractérisation des réponses établies dans des 
souches déficientes en (p)ppGpp ou surproductrices de ce composé peut être envisagée. Cette 
approche peut cependant se révéler limitée car la délétion du gène relA semble létale en 
conditions de stress chez B. subtilis (Wendrich et Marahiel, 1997). 
La caractérisation de la carence en isoleucine, plus représentative des conditions 
physiologiques, a permis d’obtenir une vision plus large de la réponse de L. lactis à ce stress 
nutritionnel. Des réponses spécifiques de la carence, et donc indépendantes d’un contrôle 
stringent, ont pu être mises en évidence. Leur mode de régulation reste encore indéterminé, 
mais la participation du pool intracellulaire d’isoleucine peut être proposée. 
Une confrontation de la réponse stringente et des réponses mises en place lors de stress 
nutritionnels (carence en carbone ou en acide aminé) doit maintenant être menée. Ceci 
permettrait d’évaluer la participation d’un mécanisme stringent lors de la carence en carbone 
et d’identifier d’éventuels mécanismes communs entre les stress nutritionnels. Cette analyse 
comparative sera présentée dans le prochain chapitre. 
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V. Etude comparative des réponses aux stress nutritionnels et de la réponse stringente chez L. lactis 
IL1403 
 
 
 
L’étude de l’adaptation de L. lactis IL1403 à la carence en glucose ou en isoleucine 
menée dans les précédents chapitres a permis, grâce à une approche transcriptomique, de 
caractériser l’ensemble des réponses mises en place suite à l’apparition de ces stress 
nutritionnels. Dans un premier temps, un contrôle négatif global de l’expression de gènes 
codant pour des activités physiologiques majeures (traduction, transcription, réplication, 
division cellulaire, biosynthèse des nucléotides et de l’enveloppe) a été observé lors de la 
carence en carbone. Par analogie à la réponse stringente connue chez B. subtilis et E. coli 
(Chang et al., 2002; Eymann et al., 2002), nous avons proposé que la réponse stringente 
pourrait être responsable de ces répressions lors de l’adaptation à la carence en glucose chez 
L. lactis. Dans un second temps, ce mécanisme a donc été défini dans ce micro-organisme en 
confrontant les réponses observées lors de la carence en acide aminé et en présence de 
norvaline, inducteur chimique de la réponse stringente. Nous nous proposons maintenant dans 
ce chapitre de comparer la réponse à la carence en glucose et la réponse stringente, pour 
évaluer la participation du mécanisme stringent lors de la carence en carbone. Pour cela, les 
réponses définies aux chapitres III et IV seront confrontées. 
Plus largement, la caractérisation des réponses aux carences en glucose ou en isoleucine 
offre la possibilité d’identifier les mécanismes communs aux stress nutritionnels, en sus de la 
réponse stringente. En effet, lors de l’analyse conjointe de l’adaptation à la carence en 
isoleucine et à l’ajout de norvaline, des réponses spécifiques de la carence naturelle, 
apparemment indépendantes d’un contrôle stringent, ont été identifiées. Ces réponses peuvent 
être spécifiques de l’épuisement en isoleucine ou pourraient résulter plus largement du stress 
nutritionnel. Ainsi, pour accéder à une meilleure compréhension de l’adaptation de L. lactis 
aux stress nutritionnels, les réponses aux carences en glucose ou en isoleucine seront 
également comparées dans ce chapitre. 
 
I. Comparaison des réponses 
 
Pour comparer les réponses mises en place par L. lactis lors des carences en glucose, en 
isoleucine ou suite à l’ajout de norvaline, les ratios d’expression calculés entre les phases 
exponentielles adéquates et des temps d’adaptation similaires dans chaque condition sont 
 153
V. Etude comparative des réponses aux stress nutritionnels et de la réponse stringente chez L. lactis 
IL1403 
observés. Sont ainsi retenues dans cette analyse les valeurs obtenues après 1,25 h de carence 
en carbone, 1,7 h de carence en acide aminé et 1,6 h après l’ajout de norvaline, décrites aux 
chapitres III et IV. Dans ces points, 526, 591 et 461 gènes sont impliqués respectivement dans 
les réponses à la carence en glucose, en isoleucine et à l’ajout de norvaline (cf. tableaux III.3 
et IV.4). 
La réalisation d’un diagramme de Venn sur ces 3 lots de gènes (figure V.1) révèle un 
nombre de gènes communs aux 3 réponses relativement faible (83) alors que les gènes 
spécifiques à chacune des réponses sont beaucoup plus nombreux (145 à 310). La 
comparaison des réponses 2 à 2, en excluant les gènes communs aux 3 réponses, confirme la 
grande similarité des réponses à la carence en isoleucine et à l’ajout de norvaline (197 gènes 
communs). Les 2 carences nutritionnelles impliquent un nombre de gènes communs plus 
restreint (97) alors que les réponses à la carence en glucose et à l’ajout de norvaline semblent 
plus dissemblables (seulement 36 gènes communs). 
 
310
36
83
197
Figure V.1 : Diagramme de Venn des gènes impliqués dans les réponses de L. lactis IL1403 à 
la carence en glucose, en isoleucine et suite à l’ajout de norvaline. 
 
L’observation de ce diagramme permet d’avoir une vision d’ensemble du recoupement 
entre les réponses. Cependant, il reflète imparfaitement les similitudes entre les réponses car il 
regroupe les gènes sur et sous-exprimés. Rappelons ici que le nombre de gènes dont 
l’expression est réprimée est plus important lors des carences en glucose (372) et en 
isoleucine (235) que lors de la réponse à l’ajout de norvaline (146). A l’inverse, beaucoup 
97
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Ajout de norvaline
214
Carence en isoleucine
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plus de gènes sont surexprimés lors de la carence en acide aminé et en présence de norvaline 
(respectivement 356 et 315) que lors de la carence en carbone (154). Ainsi, certains gènes 
communs identifiés grâce au diagramme présenté dans la figure V.1 peuvent présenter des 
comportements différents dans les 3 conditions. Des diagrammes de Venn indépendants ont 
donc été réalisés sur les gènes sur et sous-exprimés pour comparer les différentes réponses 
(figure V.2). 
 
Figure V.2 : Diagramme de Venn des gènes surexprimés (A) et sous-exprimés (B) lors des 
réponses de L. lactis IL1403 aux carences en glucose, en isoleucine et suite à l’ajout de 
norvaline. 
 
I.1 Gènes surexprimés 
 
L’expression de 10 gènes seulement est induite dans les 3 conditions (figure V.2 A). 
Ces gènes ne paraissent pas impliqués dans des activités essentielles de la cellule car ils 
codent pour une protéine d’adhésion (icaA), des enzymes de biosynthèse des acides aminés 
(leuC et metB1) ou de la voie des pentoses-phosphate (ptk), et des fonctions phagiques (pi101 
et pi137) ou inconnues (ygiC, yhjA et ykiE). La présence du gène yabB doit être soulignée. Ce 
gène code pour un régulateur non caractérisé qui se révèle ici être un acteur global dans les 
réponses au stress chez L. lactis. 
Les gènes surexprimés spécifiquement lors de la carence en glucose et suite à l’ajout de 
norvaline se restreignent au nombre de 3 : argD (biosynthèse du glutamate), hisD 
132
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9
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(biosynthèse de l’histidine) et xylX probablement impliqué dans l’assimilation de xylose 
(figure V.2 A). 
9 gènes sont spécifiquement surexprimés en réponse aux carences (figure V.2 A) : 
glpF1, codant pour un transporteur de glycérol, llrE, codant pour la fonction régulatrice du 
système à 2 composants E, ptcC, impliqué dans le transporteur PTS du cellobiose, radA, qui 
est un gène de compétence, ybeD, codant pour un régulateur non caractérisé et 4 gènes de 
fonction inconnue (yhjG, ymbJ, yqeC et yqfC). 
Comme nous l’avons déjà constaté au chapitre IV, les gènes contrôlés positivement lors 
de la carence en isoleucine et suite à l’ajout de norvaline sont beaucoup plus nombreux (179) 
et représentent plus de 50 % des gènes surexprimés dans chacune de ces conditions. 
Enfin, 123, 132 et 158 gènes sont surexprimés dans une seule condition (figure V.2 A). 
De façon remarquable, ces gènes spécifiques représentent 85 % des gènes surexprimés lors de 
la carence en glucose. 
 
I.2 Gènes sous-exprimés 
 
Comme précédemment, un nombre important de gènes, 60, 99 et 275 (figure V.2 B), 
sont sous-exprimés spécifiquement dans une condition. Ceci est particulièrement vrai lors de 
l’adaptation à la carence en carbone pour laquelle 74 % des gènes sont propres à cette 
réponse. 
L’expression de 33 gènes est réprimée dans les 3 conditions étudiées (figure V.2 B et 
tableau V.1). Parmi eux, on retrouve 3 gènes codant pour la biosynthèse des purines et 
pyrimidines (carB, purA et pyrE), 2 gènes codant pour des transporteurs PTS (ptnAB et ptsH), 
7 gènes impliqués dans l’appareil de traduction (fusA, rplK, R, rpmI, rpsD, F et M) ainsi que 
le gène groES codant pour une chaperonne ainsi que 12 gènes de fonction inconnue. 
Les 46 gènes sous-exprimés lors de la carence en isoleucine et suite à l’ajout de 
norvaline (figure V.2 B et tableau V.1) sont essentiellement des gènes codant pour des 
protéines ribosomales (rplM, U, V, rpmB, D, J, rpsN et U), des facteurs de traduction (prfA et 
truB), des ARNt synthétases (pheT et thrS), des transporteurs d’acides aminés spécifiques 
(glnP, gltS et lysP) et divers gènes de fonction inconnue. On remarque également les gènes 
grpE et hrcA codant respectivement pour une chaperonne et le régulateur de l’expression des 
chaperonnes. 
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57 gènes sont spécifiquement sous-exprimés lors des 2 carences nutritionnelles (figure 
V.2 B et tableau V.1), ce qui représente un nombre de gènes communs plus important 
qu’entre les réponses à la carence en isoleucine et à l’ajout de norvaline. De façon 
remarquable, on constate que nombre d’entre eux sont impliqués dans des activités 
physiologiques essentielles. 17 gènes codent pour des facteurs de traduction (infA, C, prmA et 
tsf), des protéines ribosomales (rplC, F, J, L, rpmA, F, rpsB, H, I, L, O et R) ou des ARNt 
synthétases (hisS). 4 gènes sont impliqués dans la transcription dont 3 codent pour les sous-
unités de l’ARN polymérase (queA, rpoA, B et C). De même, 3 gènes participent à la 
réplication (dnaE, K et ssbB) et 1 à la division cellulaire (gidB). On constate également que 6 
gènes, codant pour la biosynthèse des acides gras, sont sous-exprimés lors des 2 carences 
(accC, D, fadD, F, G1 et Z2). 
Enfin, il apparaît que 7 gènes seulement sont sous-exprimés spécifiquement lors de la 
carence en glucose et suite à l’ajout de norvaline (figure V.2 B et tableau V.1). Parmi eux, on 
dénombre 3 gènes impliqués dans la biosynthèse des pyrimidines (carA, pyrB et C). 
 
Tableau V.1 : Gènes sous-exprimés communs lors des réponses de L. lactis IL1403 aux 
carences en glucose (Glc), en isoleucine (Ile) et suite à l’ajout de norvaline (Nva). 
Communs à 2 réponses uniquement Communs aux 3 
réponses Glc/Ile Glc/Nva Ile/Nva 
adhE, bmpA, carB, dnaQ, 
fadD, fusA, glnA, glnR, 
groES, noxB, ps116, 
ptnAB, ptsH, purA, pyrE, 
rplK, R, rpmI, rpsD, F, M, 
ybhD, yiaC, yjcD, ylcA, 
ylhB, ynbE, ypbG, ypdB, 
C, yriD, ysdE, yueE 
accC, D, ackA1, apt, aroH, 
coaA, dnaE, K, enoA, fabD, F, 
G1, Z2, gidB, gnd, hisS, infA, C, 
kinB, menX, panE, pi359, pmg, 
prmA, ptsI, queA, rplC, F, J, L, 
rpmA, F, rpoA, B, C, rpsB, H, I, 
L, O, R, ssbB, tkt, tsf, yciC, 
yibG, yihF, ylaE, yngE, yofM, 
yshB, ysjE, ywbA, yweC, ywjE, 
yxcB, D 
carA, ctrA, ptcA, 
pyrB, C, tgt, yrcA 
argR, blt, dexB, glnP, 
gltS, grpE, guaC, hrcA, 
lysP, menF, murC, parC, 
pheT, pi202, prfA, ptnD, 
pydB, pyrH, rplM, U, V, 
rpmB, D, J, rpsN, U, 
scrK, thrS, truB, ychD, 
ycjH, yecA, yjaJ, ykjA, 
ynaD, ypcA, B, C, D, G, 
H, ypdA, yqiA, ytgE, 
yvdD, yxbC 
 
II. Observation de la réponse cumulée 
 
Pour observer l’effet cumulé de la norvaline et des carences nutritionnelles, l’expression 
des gènes a été quantifiée sur membranes de nylon à 7,83 h lors de la culture en présence de 
norvaline présentée au chapitre IV (cf. figure IV.2). A ce point de culture, la norvaline est 
présente depuis 4,33 h, le glucose est épuisé depuis 30 min et la concentration d’isoleucine est 
faible (37 µM). Les ratios d’abondance entre ce point de culture et celui analysé 1,6 h après 
l’ajout de norvaline (5,1 h de culture) ont été calculés pour observer les variations 
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d’expression provoquées par l’apparition de carences nutritionnelles dans des cellules ayant 
déjà établi la réponse stringente. Une analyse statistique révèle que 612 gènes présentent des 
variations d’abondance significatives entre ces 2 points de culture : 395 sont sous-exprimés 
(ratio < 1 et p-value < 0,05) alors que 217 sont surexprimés (ratio > 1 et p-value < 0,05). 
 
Parmi les gènes sous-exprimés, on dénombre notamment 22 gènes impliqués dans la 
biosynthèse de l’enveloppe cellulaire, 6 gènes participant à la biosynthèse des acides gras, 7 
gènes impliqués dans la division cellulaire, 14 gènes codant pour les voies de synthèse de 
novo ou les voies de sauvetage des purines et pyrimidines, 10 gènes participant à la 
réplication, 40 gènes codant pour l’appareil de traduction (6 ARNt synthétases, 6 facteurs de 
traduction et 28 protéines ribosomales), 10 gènes impliqués dans la transcription et 2 gènes de 
chaperonnes. Ceci souligne que lorsque la carence en glucose, et éventuellement en 
isoleucine, survient, un contrôle négatif de nombreuses activités physiologiques s’opère 
malgré le contrôle stringent établi au préalable. 
 
De nombreuses inductions observées lors de la réponse à la carence en glucose (cf. 
chapitre III) sont retrouvées ici. On observe notamment une surexpression des gènes arcA, B, 
C3 et D1, participant à la voie arginine déiminase, citB, D et E, impliqués dans l’utilisation de 
citrate, dhaL et M, codant pour des dihydroxyacétone kinases et glpD, F1, F2, K et T, 
participant au métabolisme du glycérol. L’expression de 13 gènes impliqués dans l’utilisation 
et le transport de sucres alternatifs, dont rbsK et msmK, est également induite tout comme 
celle de 3 gènes de compétence (comGA, GB et X) et 26 gènes codant pour des fonctions 
phagiques. En revanche, l’isoleucine étant encore présente dans le milieu de culture, bien 
qu’en faible quantité, les inductions observées lors de la carence en isoleucine caractérisée au 
chapitre IV ne sont pas toutes retrouvées ici. On observe cependant une surexpression des 
gènes ilvB, N et leuD, codant pour la biosynthèse des BCAA et de choS et oppB, codant 
respectivement pour le transporteur de la choline et pour un transporteur de peptides. 
L’observation de ces différentes inductions permet de conforter les réponses caractérisées lors 
des chapitres précédents, particulièrement pour la carence en glucose. Soulignons par ailleurs 
que l’on n’observe pas de surexpression massive de gènes de réponse aux stress acide, 
osmotique ou oxydatif. 
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III. Discussion 
 
III.1 Implication de la réponse stringente dans l’adaptation à la 
carence en glucose 
 
Les profils d’expression observés lors de la carence en glucose chez L. lactis ont 
suggéré une implication de la réponse stringente dans l’adaptation à ce stress. La 
caractérisation de la réponse stringente entreprise par la suite dans ce micro-organisme (cf. 
chapitre IV) et la comparaison des différentes réponses, proposée ici, permettent maintenant 
de réévaluer cette hypothèse. 
Les gènes contrôlés par la réponse stringente lors de la carence en glucose sont ceux 
communs aux 3 réponses ou ceux, très peu nombreux, communs avec la réponse à l’ajout de 
norvaline. Ainsi, l’observation des diagrammes de Venn révèle que l’expression d’un nombre 
très limité de gènes est induite par un mécanisme stringent positif lors de la carence en 
carbone. De façon marquante, les principaux gènes sous contrôle stringent positif fort, 
identifiés au chapitre précédent, ne sont pas impliqués dans la réponse à la carence en 
carbone. En effet, seuls 4 gènes de biosynthèse d’acides aminés participent à la réponse et 
aucun gène impliqué dans la lutte contre les stress osmotique ou oxydatif ou codant pour des 
transporteurs (acides aminés, peptides, "Multidrug Resistance" ou inconnu) ou le système 
protéolytique n’est répertorié. Un nombre plus important de gènes semble être sous contrôle 
stringent négatif lors de la carence en carbone, il s’agit principalement de gènes impliqués 
dans la traduction et la biosynthèse des purines et pyrimidines. Ce contrôle reste toutefois 
assez limité et largement plus restreint que ce qui a été observé lors de la carence en glucose 
(cf. chapitre III). 
L’absence de contrôle stringent positif et un contrôle négatif apparemment limité 
semble donc écarter l’implication de la réponse stringente lors de l’adaptation à la carence en 
carbone chez L. lactis, contrairement à ce que nous avons initialement proposé. Ce constat est 
conforté par l’observation des variations d’expression lorsque la carence en carbone survient 
alors que la réponse stringente est déjà installée. On observe en effet un contrôle négatif 
additionnel de nombreuses activités physiologiques (traduction, transcription, réplication, 
division cellulaire, synthèse de l’enveloppe, des purines et des pyrimidines) et le contrôle 
positif observé apparaît spécifique de la carence en carbone (induction de la voie arginine 
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déiminase ou de l’utilisation de sucres alternatifs par exemple). Ceci souligne que la réponse 
mise en place lors de l’épuisement du glucose diffère sensiblement de la réponse stringente. 
Ce constat contraste avec ce qui a été observé chez B. subtilis. En effet, Bernhardt et al. 
(2003) ont mis en évidence une participation de la réponse stringente lors de la carence en 
glucose chez ce micro-organisme. Cette dissimilitude tient peut-être au fait que la réponse 
stringente apparaît quelque peu différente chez L. lactis, puisqu’elle présente en effet un 
contrôle négatif moins étendu et surtout un contrôle positif plus large que chez B. subtilis. Il 
apparaît ainsi que des mécanismes de réponse différents sont mis en place lors de la carence 
en carbone dans ces 2 micro-organismes. Le fait que la réponse stringente ne soit pas 
impliquée dans l’adaptation à cette carence souligne le comportement original de L. lactis en 
terme de mécanismes de régulation en réponse au stress. Cela remet également en question 
l’hypothèse proposée par Chang et al. (2002) chez E. coli selon laquelle la réponse stringente 
interviendrait lors de toute condition affectant la croissance. 
 
III.2 Réponses communes aux stress nutritionnels 
 
Lors de l’étude de la carence en isoleucine, des réponses spécifiques de la carence et 
indépendantes de la réponse stringente ont pu être mises en évidence (cf. chapitre IV). Afin de 
déterminer si certains de ces mécanismes relèvent de la carence nutritionnelle en général, les 
réponses mises en place lors de l’adaptation aux carences en glucose ou en isoleucine ont été 
comparées. Les gènes présentant des variations d’expression similaires lors des 2 réponses, 
mais qui ne sont pas impliqués suite à l’ajout de norvaline, constituent des gènes spécifiques 
de la carence nutritionnelle, indépendamment d’un contrôle stringent. 
 
Un faible nombre de gènes apparaissent surexprimés dans les 2 conditions de carence 
étudiées, indépendamment de l’ajout de norvaline. Ceci révèle que le stress nutritionnel 
provoque des inductions communes restreintes. Cependant, la participation dans les 2 
réponses du gène glpF1, codant pour un transporteur de glycérol, suggère que le métabolisme 
du glycérol y joue un rôle majeur, bien qu’incompris. Toutefois, une implication du 
métabolisme du glycérol a déjà été mise en évidence lors de la carence en carbone chez E. 
faecalis (Leboeuf et al., 2000) et lors de la carence en phosphate chez C. glutamicum (Ishige 
et al., 2003). D’autre part, 2 gènes possédant des fonctions régulatrices apparaissent impliqués 
dans le stress nutritionnel : ybeD et llrE. La fonction de ybeD n’est pas caractérisée mais 
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mériterait d’être explorée. Le système à 2 composants E, codé par kinE et llrE, interviendrait 
dans le contrôle de l’activité phosphatase (O'Connell-Motherway et al., 2000). Néanmoins, 
son implication dans la réponse aux stress nutritionnels suggère ici un rôle plus large, qui 
reste à préciser. 
 
A l’inverse, le nombre de gènes sous-exprimés dans les 2 conditions de carence apparaît 
plus élevé (57) et est même plus important que le nombre de gènes sous contrôle stringent 
négatif (33). Ceci révèle que des répressions de l’expression se mettent spécifiquement en 
place lors d’un stress nutritionnel. Ce contrôle affecte essentiellement des activités 
physiologiques majeures : traduction, transcription, biosynthèse des purines et pyrimidines, 
réplication, division cellulaire, biosynthèse de l’enveloppe et des acides gras. La 
caractérisation isolée des réponses aux carences avait préalablement révélé un contrôle négatif 
généralisé des gènes impliqués dans ces activités (cf. chapitres III et IV). 2 de ces fonctions 
métaboliques, la traduction et la biosynthèse des nucléotides, ont été précédemment 
considérées comme contrôlées par un mécanisme stringent (cf. chapitre IV). Cependant, la 
comparaison des réponses aux carences révèle que nombre de gènes codant pour ces activités 
semblent sous-exprimés indépendamment de l’ajout de norvaline. Ainsi, les carences 
nutritionnelles provoquent un contrôle négatif général de l’expression des gènes codant pour 
les activités physiologiques essentielles par un mécanisme qui semble indépendant de la 
réponse stringente. Comme nous l’avons précédemment souligné, cette répression est 
cohérente avec le ralentissement ou l’arrêt de la croissance et limite les dépenses énergétiques 
dans des processus physiologiques qui n’apparaissent plus nécessaires lors des carences. 
Le mécanisme gouvernant cette répression générale reste à identifier. Aucune 
proposition évidente ne peut être faite car la littérature relate toujours un contrôle stringent de 
ces activités. On peut toutefois suggérer la participation du système à 2 composants E, qui 
apparaît être le seul régulateur général impliqué dans le stress nutritionnel. Par ailleurs, on 
peut proposer que ce mécanisme soit déclenché par la diminution drastique du taux de 
croissance. En effet, suite à l’épuisement du glucose, la croissance est entièrement abolie et 
elle est extrêmement réduite lors de la carence en isoleucine (taux de 0,04 h-1), contrairement 
à ce qui est observé suite à l’ajout de norvaline (taux de croissance de 0,17 h-1). 
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IV. Conclusion 
 
La caractérisation conjointe des réponses aux carences nutritionnelles et de la réponse 
stringente chez L. lactis menée lors de ce travail apporte un éclairage certain sur le 
comportement de ce micro-organisme en réponse au stress. Ainsi, contrairement à ce qui a été 
proposé chez E. coli ou B. subtilis, la réponse stringente ne semble pas être, chez L. lactis, un 
mécanisme général de réponse à des conditions de croissance défavorables, ou du moins à des 
conditions de carences nutritionnelles. Toutefois, pour définir plus précisément son champ 
d’action, il apparaît nécessaire d’évaluer sa participation dans l’adaptation à des stress 
physico-chimiques. Ceci permettrait notamment d’évaluer son implication dans la résistance 
au stress acide, qui a été suggérée dans la souche MG1363 par Rallu et al. (2000). 
Cependant, bien que le mécanisme stringent n’en semble pas responsable, une réponse 
commune aux stress nutritionnels a pu être identifiée. Celle-ci consiste en une sous-
expression drastique et massive de gènes impliqués dans les activités physiologiques majeures 
liées à la croissance. Nous avons proposé que le système à 2 composants E pourrait intervenir 
dans la mise en place de cette réponse suite à la diminution notable du taux de croissance. 
Pour évaluer ces hypothèses, il convient maintenant d’observer d’autres conditions de stress 
(nutritionnels ou physico-chimiques) provoquant des altérations de croissance variables et de 
mener une étude approfondie du système E, par construction de mutants par exemple. 
Les études transcriptomiques ont permis de quantifier les variations d’expression des 
gènes lors des stress nutritionnels chez L. lactis. Cependant, pour comprendre comment est 
régulée l’expression, il nous est apparu nécessaire de caractériser les mécanismes 
responsables du contrôle des concentrations d’ARNm lors des cinétiques d’adaptation. Cette 
étude fera l’objet du prochain chapitre. 
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Chapitre VI : Stabilité des ARN messagers 
lors de l’adaptation de Lactococcus lactis 
IL1403 aux stress nutritionnels 
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Dans les précédents chapitres (III et IV), l’évolution du transcriptome de L. lactis 
IL1403 lors de l’adaptation à un stress nutritionnel (carence en carbone ou en acide aminé) a 
été caractérisée. Ces études permettent d’observer les variations d’abondance des messagers 
dans la cellule suite à une modification de l’environnement. Ce type d’analyse autorise 
l’identification des réponses pouvant être mises en oeuvre au niveau physiologique. 
Cependant, l’objectif de ce travail étant d’appréhender les mécanismes qui sous-tendent la 
mise en place des réponses au stress, il nous est apparu nécessaire de comprendre comment 
sont régulés les niveaux de messagers lorsque les conditions de croissance sont altérées.  
L’abondance d’un messager représente sa proportion dans la population de messagers. 
Lorsque les conditions de croissance changent, cette population de messagers peut varier dans 
la cellule. En effet, la concentration cellulaire d’ARN total et la proportion de l’ensemble des 
transcrits dans l’ARN total dépendent des conditions de culture (cf. tableaux III.2 et IV.3). Or, 
pour comprendre comment sont régulés les niveaux de transcrits lors d’une cinétique 
d’adaptation, il est important d’utiliser un référentiel unique pour les différents points 
étudiés : la cellule. Il est donc impératif d’observer les concentrations cellulaires des ARNm 
plutôt que leurs abondances. Les données transcriptomiques acquises lors des cinétiques 
d’adaptation aux carences nutritionnelles ont donc été retraitées pour accéder à la 
concentration des transcrits (prise en compte de la concentration en ARN total et de la 
proportion d’ARNm dans cet ARN). L’évolution des concentrations d’ARNm lors des 
réponses aux carences en glucose ou en isoleucine sera ainsi présentée dans la première partie 
de ce chapitre. 
La concentration d’un ARNm dans la cellule dépend d’une part de sa vitesse de 
transcription et d’autre part de sa vitesse de dégradation. Or le phénomène de dégradation est 
très rarement pris en compte et les variations de niveaux de transcrits sont imputées à des 
régulations transcriptionnelles dans la grande majorité des travaux de type macro/microarray 
ou Northern. Comparée aux études portant sur la transcription, la stabilité des transcrits est 
assez peu abordée dans la littérature et les travaux menés concernent essentiellement E. coli et 
B. subtilis. Bien qu’il soit admis que la modulation de la stabilité puisse jouer un rôle dans le 
contrôle de l’expression en réponse à l’environnement, seuls quelques exemples portant sur 
des messagers spécifiques ont été décrits (Takayama et Kjelleberg, 2000) et aucune étude à 
l’échelle génomique n’a abordé la modulation de la stabilité en réponse au stress. D’autre 
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part, divers déterminants de la stabilité ont été caractérisés sur des messagers ponctuels, 
néanmoins la recherche de déterminants généraux sur l’ensemble du génome reste 
extrèmement limitée. L’état des connaissances sur la stabilité des messagers chez L. lactis est 
beaucoup plus restreint puisque la stabilité n’a été étudiée que pour quelques ARNm, 
notamment ceux de la glycolyse pour lesquels une variation de stabilité lors du stress acide a 
pu être décrite (Even et al., 2002), et aucune recherche de déterminants de la stabilité n’a été 
menée dans ce micro-organisme. 
Ainsi, dans le travail présenté dans la deuxième partie de ce chapitre, la stabilité de 
chacun des ARNm a été mesurée chez L. lactis sur membranes de nylon en conditions 
optimales de croissance et lors de l’adaptation aux carences en carbone ou en acide aminé. 
Avec une approche statistique et bioinformatique, une recherche de déterminants de la 
stabilité a été menée dans les différents points étudiés (conditions optimales et carences). 
Puis, pour évaluer l’influence de la dégradation dans le contrôle des concentrations d’ARNm 
en réponse au stress, une approche de type contrôle hiérarchique a été développée. 
 
I. Variations des concentrations d’ARN messagers lors des 
carences en glucose et en isoleucine 
 
Les données transcriptomiques brutes acquises lors des cinétiques d’adaptation de L. 
lactis aux carences en glucose et isoleucine (cf. chapitres III et IV) ont été traitées, comme 
décrit dans le chapitre Matériel et Méthodes, pour accéder aux concentrations cellulaires, en 
unité arbitraire, de chacun des ARNm. 
Pour chacune des 2 conditions, les ratios de concentration ont été calculés en prenant en 
référence le point de phase exponentielle correspondant. L’évaluation statistique de ces ratios 
a permis de mettre en évidence les gènes dont la concentration augmente ou diminue (ratios > 
ou < à 1 avec une p-value < 0,05) lors du ralentissement de croissance sur milieu MCD, après 
1,25 et 3,5 h de carence en glucose et après 30 min, 1,7 h et 3,5 h de carence en isoleucine 
(tableau VI.1). 
 
Entre 56 et 63 % des gènes représentés sur la membrane voient leurs concentrations 
d’ARNm varier lors de l’adaptation à la carence en glucose. Ces gènes sont dans leur 
immense majorité sous-exprimés car 1281 à 1153 ARNm présentent des ratios de 
concentration inférieurs à 1 dans les 3 points étudiés. La chute de concentration de ces 
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messagers est drastique puisque des ratios moyens de 0,35, 0,28 et 0,23 sont observés 
respectivement au point de ralentissement et après 1,25 h et 3,5 h de carence en glucose. A 
l’inverse, dans ces 3 points, on n’observe respectivement que 4 (arcB, dhaL, M et yxbD), 1 
(pi106) et 0 gènes surexprimés. 
 
14, 26 et 34 % des messagers représentés sur les membranes de nylon présentent une 
variation de concentration respectivement après 30 min, 1,7 h et 3,5 h de carence en 
isoleucine. Le nombre de messagers dont la concentration diminue s’accroît avec le temps de 
carence : respectivement 202, 408 et 637 messagers sont sous-exprimés dans chaque point 
avec des facteurs moyens de 0,51 à 0,57. La proportion de messagers dont la concentration 
augmente est moindre et évolue peu au cours de la culture (73 à 129 ARNm). Des facteurs de 
surexpression proches de 2 sont observés dans les 3 points de carence en isoleucine. 
 
Tableau VI.1 : Nombre de gènes sur et sous-exprimés en terme de concentration lors de 
l’adaptation de L. lactis IL1403 à la carence en glucose sur milieu MCD et à la carence en 
isoleucine sur milieu ILV10. 
 Carence en glucose Carence en isoleucine 
 Ralentissement 1,25 h 3,5 h 30 min 1,7 h 3,5 h 
Surexprimés+ 4 1 0 90 129 73 
Sous-exprimés- 1281 1270 1153 202 408 637 
+ : ratios de concentration > 1 associés à une p-value < 0,05 ; - : ratios de concentration < 1 associés à une p-
value < 0,05. 
 
Ces observations révèlent des différences notables dans l’évolution des concentrations 
d’ARNm entre les 2 stress nutritionnels. La carence en glucose provoque un contrôle plus 
large des concentrations de messagers (plus de 56 % des gènes) que la carence en isoleucine 
(moins de 34 % des gènes). Bien que les sous-expressions soient majoritaires dans les 2 
conditions, elles sont largement plus nombreuses lors de la carence en glucose. A l’inverse, 
très peu d’ARNm voient leur concentration augmenter lors de la carence en glucose alors que 
cela concerne un nombre de transcrits non négligeable lors de la carence en isoleucine. 
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II. Etude de la stabilité des ARN messagers en conditions 
optimales de croissance 
 
II.1 Détermination des temps de demi-vie 
 
Dans un premier temps, une étude de la stabilité des messagers a été menée en 
conditions optimales de croissance pour acquérir des données de référence chez L. lactis et  
pouvoir caractériser d’éventuels déterminants de la stabilité. Pour cela, une culture de L. lactis 
IL1403 a été menée sur milieu MCD glucose en conditions contrôlées. A 4 h de culture, soit 
en phase exponentielle de croissance, la rifampicine a été ajoutée dans le fermenteur à une 
concentration finale de 500 µg.ml-1 de façon à bloquer la transcription et ainsi observer 
uniquement le phénomène de dégradation. Les temps de demi-vie des messagers ont été 
déterminés à l’aide de membranes de nylon pour 3 cinétiques de dégradation indépendantes, 
comme décrit dans le chapitre Matériel et Méthodes. Le temps de demi-vie (t1/2) représente le 
temps nécessaire pour que la concentration d’un messager soit divisée par 2, il est donc le 
reflet direct de la stabilité ou inversement de la dégradation. Nous avons pu déterminer de 
façon reproductible (erreur < 40 %) les t1/2 de 817 messagers, ce qui représente 40 % des 
cibles disponibles sur les supports de nylon. 
Dans ces conditions optimales de croissance, un t1/2 moyen de 5,8 ± 5,6 min et un t1/2 
médian de 4,2 min ont été observés. Le fort écart-type ainsi que la différence notable entre la 
moyenne et la médiane reflètent une grande disparité dans les niveaux de stabilité des 
messagers. Ainsi, des t1/2 s’étendant 1,4 à 74,3 min ont été observés. Cependant, plus de 90 % 
des transcrits présentent des t1/2 entre 1,4 et 10 min (figure VI.1). 
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Figure VI.1 : Distribution des temps de demi-vie des ARNm lors de la croissance 
exponentielle de L. lactis IL1403 sur milieu MCD glucose. 
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II.2 Validation de la méthode 
 
Pour valider la méthode de détermination des temps de demi-vie sur membrane de 
nylon, les t1/2 des messagers adhE, ccpA et tpi ont été déterminés par Northern (tableau VI.2). 
Les t1/2 de ces messagers avaient été précédemment caractérisés sur milieu MS10 glucose par 
une technique de dot blot utilisant un marquage fluorescent (Even, 2001; Fontaine et al., 
2001). La comparaison des résultats obtenus par les différentes méthodes révèle une 
variabilité des t1/2 de 34 à 42 % qui se situe dans l’erreur de mesure de la technique sur 
membrane de nylon utilisée ici (40 %). La validité de la méthode mise en place est donc 
confirmée. 
 
Tableau VI.2 : Comparaison des temps de demi-vie des ARNm adhE, ccpA et tpi obtenus par 
3 techniques différentes lors de la croissance exponentielle de L. lactis IL1403. 
 t1/2 (min) 
 Macroarray* Northern* Dot blot+
% erreur 
adhE 3,8 1,55 3,0 41 
ccpA 2,5 1,89 3,7 34 
tpi 5,7 2,56 3,3 42 
* : résultats obtenus sur milieu MCD glucose ; + : résultats obtenus sur MS10 glucose avec un marquage 
fluorescent (Even, 2001). 
 
II.3 Recherche de déterminants de la stabilité 
 
La distribution des t1/2 révèle de grandes disparités dans la stabilité des messagers, ce 
qui confirme l’existence de facteurs contrôlant les vitesses de dégradation des ARNm. La 
détermination des t1/2 de près de 40 % des messagers de L. lactis nous permet d’appréhender 
pour la première fois la caractérisation globale de déterminants de la stabilité dans ce micro-
organisme. 
 
II.3.1 Recherche de corrélations 
 
Pour identifier des facteurs de stabilité ou d’instabilité, nous avons cherché à mettre en 
évidence l’existence de relations entre les t1/2 mesurés et différents paramètres intrinsèques 
des messagers tels que leur longueur ou leur composition en bases nucléotidiques. Ces 
relations ont été évaluées grâce au calcul de coefficients de Pearson (r), en utilisant le 
logarithme des t1/2 de façon à se rapprocher d’une distribution normale. La significativité des 
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coefficients r a été estimée grâce à un test de t (loi de Student). Une p-value inférieure à 10-3 a 
été considérée comme significative et donc révélatrice d’une corrélation entre les t1/2 et le 
paramètre évalué. 
Cette approche a permis d’identifier une corrélation négative entre les t1/2 et la longueur 
des ORFs (p = 2.10-4, r = -0,13), révélant que les ARNm les plus longs sont les plus instables. 
Par ailleurs, une corrélation négative entre le pourcentage d’uridine dans la séquence codante 
et les t1/2 a été mise en évidence (p = 6.10-4, r = -0,12). Celle-ci suggère qu’une richesse en 
uridine favoriserait la dégradation des messagers. 
 
La validité du coefficient de Pearson est dépendante de la normalité des données. Or, les 
t1/2 ainsi que les paramètres étudiés (longueur, composition en bases) ne sont pas répartis 
selon une loi normale. Nous avons ainsi déterminé en parallèle les coefficients de corrélation 
non paramétriques de Spearmann (rS), qui permettent de s’affranchir de la non normalité des 
données. Des résultats similaires à ceux présentés ci-dessus ont été obtenus. En effet, des 
coefficients rS de -0,22 (p = 2.10-10) et -0,15 (p = 2.10-5) ont été calculés entre les t1/2 et la 
longueur ou le % U dans les ORFs respectivement. Ceci confirme que la non-normalité des 
données n’affecte pas l’identification de corrélation par la méthode de Pearson dans notre 
étude. 
 
II.3.2 Recherche de motifs dans les régions non traduites en 5’ et 3’ 
 
La grande majorité des déterminants de la stabilité identifiés à ce jour sont situés dans 
les régions non traduites (UTR) en 5’ et 3’ (Belasco et Higgins, 1988; Nierlich et Murakawa, 
1996; Rauhut et Klug, 1999; Condon, 2003). Nous avons donc envisagé de rechercher dans 
les UTR des motifs conférant une stabilité ou une instabilité aux ARNm chez L. lactis. 
 
Comme les UTR de L. lactis ne sont pas formellement identifiées, des régions de 100 bp 
maximum et non chevauchantes avec des ORFs en amont ou en aval ont été définies en 5’ et 
3’ grâce à l’interface Web RSA-tools. Une longueur de 100 bp a été choisie par homologie 
aux longueurs moyennes des UTR en 5’ et 3’ identifiées chez E. coli (respectivement 84 et 79 
pb, Bernstein et al., 2002). Ainsi, les régions non traduites ont été obtenues pour tous les 
messagers en 5’ et pour 1945 transcrits en 3’. Les régions 5’ et 3’ définies présentent une 
taille moyenne de 68 et 72 bp respectivement. 
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Afin d’identifier des motifs conférant la stabilité ou l’instabilité, ceux-ci ont été 
recherchés dans les régions 5’ et 3’ des ARNm présents dans le premier (ARNm instables, t1/2 
< 2,8 min) et le quatrième quartile (ARNm stables, t1/2 > 6,7 min) de stabilité. Cette recherche 
a été réalisée grâce à l’interface Web RSA-tools avec un modèle de type "background" et des 
fréquences prédéfinies de type "upstream-no-orf" pour les régions 5’ et de type "intergenic" 
pour les régions 3’ (van Helden et al., 1998). Ce programme permet d’identifier des motifs 
dont la représentation dans les séquences étudiées est supérieure à leur fréquence dans 
l’ensemble des séquences de même type (5’ ou 3’) présentes sur le génome. 
Cette approche a permis de mettre en évidence une sur-représentation significative du 
motif AGGAG dans les régions 5’ des ARNm présents dans le 4ème quartile de stabilité (t1/2 > 
6,7 min). A l’inverse, ce motif n’est pas retrouvé de façon notable dans les régions 5’ des 
gènes du 1er quartile de stabilité. Le motif AGGAG dans les régions 5’ semble donc conférer 
la stabilité aux ARNm.  
Dans les régions 3’, les séquences inversées CTGTCAGTA et TACTGACAG sont sur-
représentées dans les gènes présents dans le 1er quartile de stabilité (t1/2 < 2,8 min) alors 
qu’elles sont peu représentées dans les gènes du 4ème quartile. Ces séquences, susceptibles de 
former des tiges-boucles en 3’, semblent donc être des motifs d’instabilité des ARNm chez L. 
lactis. 
 
II.3.3 Lien entre la stabilité des ARN messagers et leur concentration 
 
Comme les concentrations d’ARNm dépendent de leurs vitesses de transcription et de 
dégradation, nous avons comparé les concentrations des messagers avec leurs temps de demi-
vie. Le calcul du coefficient de corrélation de Pearson sur les données logarithmiques a révélé 
une corrélation négative significative entre les t1/2 et les concentrations de transcrits (p = 3.10-
4, r = -0,13). Cette corrélation a été confirmée par la méthode non paramétrique de Spearmann 
(p = 1.10-5, rS = -0,16). Il apparaît donc que, chez L. lactis, les gènes les plus exprimés sont les 
moins stables.  
 
II.3.4 Lien entre la stabilité des ARN messagers et leur fonction 
 
Bien que la stabilité des messagers soit souvent évoquée comme jouant un rôle dans la 
physiologie cellulaire, le lien entre les temps de demi-vie des messagers et leur fonction a 
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rarement été exploré. La répartition dans les différentes catégories fonctionnelles, définies par 
Bolotin et al. (2001), des messagers dont la stabilité a été mesurée est présentée dans le 
tableau VI.3. Pour évaluer la relation pouvant exister entre les fonctions métaboliques et la 
stabilité des messagers, les moyennes des t1/2 des messagers présents dans les différentes 
catégories ont été calculées (tableau VI.3). 
 
Tableau VI.3 : Nombre et temps de demi-vie moyens des ARNm dans les différentes 
catégories fonctionnelles lors de la croissance exponentielle de L. lactis IL1403 sur milieu 
MCD glucose. 
Catégorie fonctionnelle* t1/2 moyen (min) Nombre d’ARNm 
Processus cellulaires 3,8 (-) 17 
Régulation 3,9 (-) 47 
Métabolisme des acides gras et des phospholipides 4,0 (-) 17 
Métabolisme des purines, pyrimidines, nucléosides et nucléotides 4,0 (-) 29 
Biosynthèse des acides aminés 4,2 (-) 27 
Enveloppe cellulaire 4,3 (-) 37 
Transport 5,0 (-) 82 
Biosynthèse de cofacteurs et de groupes prosthétiques 4,7 22 
Réplication 4,7 27 
Inconnus 5,7 274 
Métabolisme énergétique 6,1 78 
Transcription 8,6 16 
Métabolisme central intermédiaire 10,3 11 
Traduction 7,0 (+) 87 
Autres 10,9 (+) 46 
* : catégories fonctionnelles définies par Bolotin et al. (2001) ; - : t1/2 moyens significativement plus faibles ; + : 
t1/2 moyens significativement plus élevés (p-values déterminées par des tests de Cochran-Cox < 0,05).  
 
Une analyse de variance (ANOVA) a permis de mettre en évidence des différences 
significatives entre ces moyennes (p < 10-4). De façon à acquérir une caractérisation plus 
précise des dissimilitudes de stabilité entre les catégories fonctionnelles, des tests de Cochran-
Cox (équivalents au test de Student mais prenant en compte l’inégalité des variances) ont été 
réalisés pour comparer les t1/2 moyens de chaque catégorie à l’ensemble des autres t1/2 
moyens. Ainsi, avec un seuil de significativité de 0,05, les messagers des catégories 
"processus cellulaires", "régulation", "métabolisme des acides gras et des phospholipides", 
"métabolisme des purines, pyrimidines, nucléosides et nucléotides", "biosynthèse des acides 
aminés", "enveloppe cellulaire" et "transport" présentent des t1/2 moyens plus faibles que 
l’ensemble. A l’inverse, les transcrits des catégories "traduction" et "autres" présentent des t1/2 
moyens significativement plus élevés (tableau VI.3).  
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Les catégories "biosynthèse de cofacteurs et de groupes prosthétiques", "réplication" et 
"métabolisme central intermédiaire" présentent des t1/2 moyens qui pourraient sembler 
différents de la moyenne, mais ces valeurs ne sont pas significatives suite au faible nombre de 
gènes présents dans ces catégories. 
 
Les fonctions des gènes extrêmement stables (t1/2 > 10 min) ou instables (t1/2 < 2 min) 
sont présentées dans le tableau VI.4. Il apparaît ainsi que plusieurs messagers codant pour des 
régulateurs sont particulièrement instables (t1/2 < 2 min) alors que 12 ARNm codant pour des 
fonctions phagiques et 8 pour des protéines ribosomales apparaissent très stables (t1/2 > 10 
min). Cette étude révèle donc que la stabilité des messagers est dépendante de leur fonction 
dans la cellule. 
 
Tableau VI.4 : Temps de demi-vie (en min) des ARNm particulièrement stables (t1/2 > 10 
min) ou instables (t1/2 < 2 min) lors de la croissance exponentielle de L. lactis IL1403 sur 
milieu MCD glucose. 
Instables Stables 
ARNm t1/2 Fonction ARNm t1/2 Fonction 
argR 1,9 rplC 11,6 
codY 1,6 rplJ 12,2 
fhuR 1,9 rplL 21,8 
gntR 1,6 rplN 18,2 
rmaG 1,6 rpmD 11,5 
yeeG 1,8 rpsC 13,1 
yxcB 1,8 
régulation 
rpsN 17,7 
acmC 1,9 rpsQ 17,4 
protéines ribosomales 
acmD 1,8 pi107 38,2 
asd 1,5 pi117 13,0 
ysfC 1,6 
enveloppe cellulaire 
pi129 29,1 
serC 1,9 synthèse de sérine pi243 17,3 
guaC 2,0 pi317 29,7 
udk 1,9 métabolisme des nucléotides pi322 51,6 
pbuX 1,9 pi356 19,1 
yjgC 2,0 ps101 17,4 
yjgD 1,9 
transport 
ps107 37,9 
ftsW1 1,7 division cellulaire ps112 19,8 
secA 1,7 sécrétion de protéines ps215 14,3 
ppiA 1,4 modification de protéines ps304 17,3 
fonctions phagiques 
   rheA 74,3 hélicase à ARN 
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III. Etude de la stabilité des ARN messagers lors de stress 
nutritionnels 
 
L’évolution de la stabilité de chacun des transcrits a été observée lors de l’adaptation de 
L. lactis aux carences en glucose ou en isoleucine. 
 
III.1 Détermination des temps de demi-vie  
 
Pour étudier l’évolution de la stabilité des messagers lors de l’adaptation aux carences 
en carbone ou en acide aminé, des cultures de L. lactis IL1403 ont été menées sur milieu 
MCD et ILV10 glucose respectivement, comme présenté dans les chapitres III et IV. 
 
Des ajouts de rifampicine à une concentration finale de 500 µg.ml-1 ont été réalisés au 
cours de cinétiques d’adaptation à la carence en carbone (figure VI.2) : en phase exponentielle 
(4 h de culture, présenté au § II.1), lors du ralentissement de croissance (5,75 h de culture) et 
après 2 h de carence en glucose (8 h de culture). De même, la rifampicine a été ajoutée lors de 
cinétiques d’adaptation à la carence en acide aminé (figure VI.2) : en phase exponentielle (2,5 
h de culture) et après 30 min et 3,9 h de carence en isoleucine (4,33 et 7,75 h de culture). Les 
prélèvements réalisés au cours des phases exponentielles de croissance serviront de référence 
pour étudier l’évolution de la stabilité lors de chacune des carences. 
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Figure VI.2 : Cinétiques d’adaptation de L. lactis IL1403 aux carences en glucose sur milieu 
MCD (A) ou en isoleucine sur milieu ILV10 (B) : concentrations en glucose (●), biomasse 
(▲) et isoleucine (○) et identification des points de mesure de stabilité (↓) et de concentration 
des ARNm (↑). 
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3 à 8 cinétiques indépendantes de dégradation des messagers suite à l’ajout de 
rifampicine ont été analysées sur membranes de nylon pour chacun des points étudiés. Après 
élimination des temps de demi-vie présentant une erreur de détermination supérieure à la 
moyenne (de 30 à 60 % selon les conditions), nous avons pu accéder aux t1/2 de 848 à 382 
messagers dans les différents points observés (tableau VI.5). 
 
Les valeurs médianes de t1/2 révèlent un accroissement très marqué de la stabilité des 
messagers lors de la cinétique d’adaptation à la carence en carbone. En effet, la valeur de 4,2 
min observée dans la condition de référence (§ II.1) passe à 14,4 et 17,3 min lors du 
ralentissement et après 2 h de en carence en glucose (tableau VI.5). La stabilité des messagers 
lors de la condition de référence sur milieu ILV10 apparaît légèrement supérieure (t1/2 médian 
de 6,4 min) à celle observée sur milieu MCD. Lors de l’adaptation à la carence en isoleucine, 
une augmentation de la stabilité des messagers est également observée bien que de façon 
moins spectaculaire (t1/2 médians de 7,3 et 10,9 min après 30 min et 3,9 h, tableau VI.5). 
 
Tableau VI.5 : Nombre de temps de demi-vie des ARNm déterminés et valeurs moyennes et 
médianes (en min) lors de l’adaptation de L. lactis IL1403 à la carence en glucose sur milieu 
MCD et à la carence en isoleucine sur milieu ILV10. 
 Adaptation à la carence en glucose Adaptation à la carence en isoleucine 
 Référence Ralentissemt Carence (2 h) Référence 
Carence 
(30 min) 
Carence 
(3,9 h) 
Nombre 817 452 579 450 382 848 
t1/2 moyen 5,8 ± 5,6 17,6 ± 13,0 19,4 ± 10,0 7,4 ± 3,8 8,8 ± 5,5 12,8 ± 7,5 
t1/2 médian 4,2 14,4 17,3 6,4 7,3 10,9 
 
Les écarts-types et la distribution des t1/2 lors des 3 points étudiés dans les 2 cinétiques 
mettent en évidence une disparité toujours notable des niveaux de stabilité (figure VI.3). Les 
différentes distributions de t1/2 des ARNm mettent clairement en évidence le phénomène de 
stabilisation marqué lors de la carence en glucose et plus atténué lors de la carence en 
isoleucine, qui était suggéré par les valeurs médianes de t1/2 (figure VI.3). 
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Figure VI.3 : Distribution des temps de demi-vie des ARNm lors de l’adaptation de L. lactis 
IL1403 à la carence en glucose sur milieu MCD (A, ■ référence, ■ ralentissement, ■ 2 h de 
carence) et à la carence en isoleucine sur milieu ILV10 (B, ■ référence, ■ 30 min et ■ 3,9 h de 
carence). 
 
III.2 Recherche de déterminants de la stabilité lors de l’adaptation 
aux stress nutritionnels 
 
Les t1/2 mesurés lors des différents points révèlent des variations de stabilité notables. 
Des tests de Student 2 à 2 révèlent que les différentes moyennes de t1/2 calculées sont 
significativement différentes entre elles (p < 10-4). Les coefficients de corrélation de Pearson 
ont été calculés entre la référence en conditions optimales de croissance (phase exponentielle 
MCD glucose, § II.1) et les différentes séries de données. Ceci révèle que les t1/2 mesurés lors 
du ralentissement et après 2 h de carence en glucose ne sont pas corrélés à ceux obtenus en 
conditions optimales. En revanche, les t1/2 déterminés lors de la culture sur milieu ILV10 
(référence, 30 min et 3,9 h de carence en isoleucine) sont corrélés positivement avec les t1/2 de 
la référence en conditions optimales (p < 10-4). Ces observations suggèrent que des facteurs 
gouvernant les niveaux de stabilité autres que ceux précédemment identifiés pourraient 
exister, notamment lors de l’adaptation à la carence en carbone. Une nouvelle recherche de 
déterminants de la stabilité a donc été menée avec la même approche que celle présentée ci-
dessus (§ II.3) avec les résultats obtenus lors de la référence sur milieu ILV10 (phase 
exponentielle) et dans les 4 points en conditions non optimales (ralentissement, 2 h carence en 
glucose, 30 min et 3,9 h de carence en isoleucine). 
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III.2.1 Recherche de corrélations 
 
Les coefficients de corrélation de Pearson calculés entre la longueur des ORFs et les t1/2 
des messagers dans les différents points ne présentent pas de p-values associées significatives. 
Il n’existe donc pas de lien entre la longueur et la stabilité des ARNm dans les 5 points 
étudiés (tableau VI.6). 
De la même façon, nous avons recherché des corrélations entre la composition en bases 
nucléotidiques des ORFs et les t1/2 dans chacune des conditions (tableau VI.6). Seule une 
corrélation négative entre les t1/2 et le pourcentage d’uridine dans les séquences codantes a été 
observée à 2 h de carence en glucose (p = 1.10-6, r = -0,20). 
 
III.2.2 Recherche de motifs dans les régions non traduites en 5’ et 3’ 
 
Comme présenté précédemment, nous avons recherché des motifs dans les régions 5’ et 
3’ des messagers présents dans les 1ers (ARNm instables) et 4èmes (ARNm stables) quartiles de 
stabilité des différentes séries de données de t1/2.  
Le motif AGGAG est sur-représenté dans les régions 5’ des messagers stables (4èmes 
quartiles de stabilité) après 2 h de carence en glucose (t1/2 > 23,5 min), en condition de 
référence sur milieu ILV10 (t1/2 > 8,9 min) et après 30 min (t1/2 > 10,1 min) et 3,9 h (t1/2 > 
14,9 min) de carence en isoleucine (tableau VI.6). Ce motif n’a pas été observé en 5’ des 
messagers instables (1ers quartiles de stabilité). Ceci suggère que, comme lors de conditions 
optimales de croissance, AGGAG a un effet stabilisateur sur les transcrits dans ces 4 points. 
Aucun motif n’a été identifié dans les régions 3’ des messagers quel que soit les 
conditions et les niveaux de stabilité (instables/stables) observés (tableau VI.6). 
 
III.2.3 Lien entre la stabilité des ARN messagers et leur concentration 
 
Pour chacune des conditions étudiées, des corrélations ont été recherchées entre les t1/2 
des transcrits et leurs concentrations au même stade de culture en calculant les coefficients de 
Pearson après transformation des données en logarithme (tableau VI.6). Lors de la cinétique 
d’imposition de la carence en glucose, il n’existe pas de relation entre les t1/2 des ARNm et 
leurs concentrations lors du ralentissement puis une corrélation positive est observée après 2 h 
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de carence (p = 2.10-11, r = 0,28). Ainsi, de façon notable, la corrélation entre les niveaux de 
stabilité et de concentration s’est inversée entre le point de référence et la phase de carence en 
glucose. Lors de la culture sur milieu ILV10, les t1/2 sont corrélés positivement aux 
concentrations de messagers lors du point de référence (p = 5.10-5, r = -0,19) et après 30 min 
(p = 2.10-13, r = -0,37) et 3,9 h (p = 7.10-9, r = -0,20) de carence en isoleucine. 
 
Tableau VI.6 : Récapitulatif de la recherche de déterminants de la stabilité des ARNm lors de 
l’adaptation de L. lactis IL1403 à la carence en glucose sur milieu MCD et à la carence en 
isoleucine sur milieu ILV10. 
Corrélations* Motifs#
Adaptation à la carence en 
Longueur % bases ORF [ARNm] 
5’ 
stabilisateur 
3’ 
déstabilisateur 
référence - - (%U) - AGGAG CTGTCAGTA TACTGACAG 
ralentissement / / / / / carbone 
2 h carence / - (%U) + AGGAG / 
référence / / + AGGAG / 
30 min carence / / + AGGAG / isoleucine 
3,9 h carence / / + AGGAG / 
* : corrélations identifiées par calcul des coefficients de Pearson et Spearmann suivi d’un test de Student pour 
estimer la significativité (p < 10-3) ; + : corrélation positive ; - : corrélation négative ; # : motifs recherchés dans 
les régions non traduites en 5’ et 3’ des ARNm stables et instables avec l’interface Web RSA-tools ; / : absence 
de corrélation ou de motif significatifs. 
 
III.2.4 Lien entre la stabilité des ARN messagers et leur fonction 
 
Les t1/2 moyens ont été calculés pour chaque catégorie fonctionnelle lors de l’adaptation 
aux carences en glucose (ralentissement et 2 h de carence) ou en isoleucine (référence, 30 min 
et 3,9 h de carence). Une analyse de la variance de ces moyennes (ANOVA) a été menée dans 
ces 5 conditions. Aucune variation significative de stabilité des ARNm n’est observée entre 
les catégories fonctionnelles lors du ralentissement de croissance, après 2 h de carence en 
glucose, lors du point de référence sur milieu ILV10 et après 30 min de carence en isoleucine 
(p-values non significatives). En revanche, après 3,9 h de carence en isoleucine, la catégorie 
fonctionnelle apparaît être un discriminant de la stabilité (p = 0,014). Suite à l’utilisation de 
tests de Cochran-Cox, il a pu être mis en évidence que les messagers présents dans les 
catégories "transcription", "biosynthèse de cofacteurs et de groupes prosthétiques" et 
"réplication" présentent des t1/2 moyens significativement plus faibles que l’ensemble des 
ARNm à ce point de carence alors que les transcrits présents dans les catégories "traduction", 
"biosynthèse d’acides aminés" et "autres" sont significativement plus stables (tableau VI.7). 
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Tableau VI.7 : Temps de demi-vie moyens des ARNm dans les différentes catégories 
fonctionnelles de L. lactis IL1403 après 3,9 h de carence en isoleucine sur milieu ILV10. 
Catégorie fonctionnelle* t1/2 moyen (min) 
Transcription 9,5 (-) 
Biosynthèse de cofacteurs et de groupes prosthétiques 10,7 (-) 
Réplication 10,9 (-) 
Processus cellulaires 11,3 
Inconnus 11,9 
Régulation 12,0 
Enveloppe cellulaire 12,1 
Métabolisme énergétique 12,4 
Purines, pyrimidines, nucléosides et nucléotides 12,8 
Transport 13,5 
Métabolisme des acides gras et des phospholipides 13,7 
Métabolisme central intermédiaire 13,8 
Traduction 14,6 (+) 
Biosynthèse des acides aminés 16,1 (+) 
Autres 16,7 (+) 
* : catégories fonctionnelles définies par Bolotin et al. (2001) ; - : t1/2 moyens significativement plus faibles ; + : 
t1/2 moyens significativement plus élevés (p-values déterminées par des tests de Cochran-Cox < 0,05). 
 
On retrouve ainsi parmi les messagers extrêmement stables après 3,9 h de carence en 
isoleucine ilvC, D, N (t1/2 de 25,6, 22,8 et 25,8 min), leuB et D (t1/2 de 26,7 et 27,2 min), et 
aldR (t1/2 36,9 min) faisant partie de l’opéron de biosynthèse des BCAA. Le quatrième 
quartile de stabilité à ce stade de carence en isoleucine regroupe également les messagers 
argE, aroH, aspB, cysK, gltD, hisA, I, K, Z, metB1, proA, serA, B, thrB, trpA et B impliqués 
dans les voies de biosynthèse d’acides aminés (t1/2 de 15,2 à 30,5 min) ainsi que les messagers 
busAB, guaB, oppD et pepDB dont la participation à la réponse à la carence en isoleucine a 
été évoquée au chapitre IV (t1/2 respectifs de 18,8, 17,4, 15,6 et 16,5 min). De plus, on 
dénombre 12 messagers codant pour des protéines ribosomales (t1/2 de 15,1 à 57,9 min) et 15 
ARNm codant pour des fonctions phagiques (t1/2 de 15,9 à 94,1 min). 
 
III.3 Stabilisation des ARN messagers lors de l’adaptation aux 
stress nutritionnels 
 
III.3.1 Facteurs de stabilisation 
 
Les valeurs médianes de t1/2 observées lors de l’adaptation de L. lactis aux carences en 
glucose ou en isoleucine (tableau VI.5) suggèrent une stabilisation des messagers plus ou 
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moins accentuée lors des carences. Pour appréhender ce phénomène plus précisément, nous 
avons calculé pour chaque transcrit les facteurs de stabilisation (FS), c’est-à-dire les ratios de 
temps de demi-vie, au cours des cinétiques d’imposition de la carence en carbone (FSC1 : t1/2 
ralentissement / t1/2 référence MCD glucose et FSC2 : t1/2 2 h de carence / t1/2 ralentissement) 
ou de la carence en acide aminé (FSAA1 : t1/2 30 min carence / t1/2 référence ILV10 glucose et 
FSAA2 : t1/2 3,9 h carence / t1/2 30 min carence) comme schématisé sur la figure VI.4. 
 
igure VI.4 : Représentation des facteurs de stabilisation des ARNm calculés lors de 
En tenant compte de l’erreur de détermination des FSC (30 %), il a pu être mis en 
évide
 isoleucine, après prise en compte de l’erreur de 
déterm
F
Adaptation à la carence en isoleucine (ILV10 glucose)
Référence 30 min carence 3,9 h carence
FSAA1 FSAA2
t1/2 ARNm
Adaptation à la carence en glucose (MCD glucose)
Référence Ralentissement 2 h carence
FSC1 FSC2
t1/2 ARNm
l’adaptation de L. lactis IL1403 aux carences en glucose (FSC) ou en isoleucine (FSAA). 
 
nce que, lors de la culture sur MCD glucose, 92 % des messagers sont stabilisés (FSC1 > 
1,3) entre la référence (phase exponentielle) et le ralentissement. Le phénomène de 
stabilisation est plus contrasté entre le ralentissement et la carence en glucose (2 h) puisque 37 
% des messagers présentent une augmentation de stabilité (FSC2 > 1,3) alors que 31 % sont 
déstabilisés (FSC2 < 0,77, figure VI.5 A).  
Lors de l’adaptation à la carence en
ination des FSAA (20 %), il apparaît que 37 % des messagers sont stabilisés (FSAA1 > 
1,2) entre le point de référence et le point à 30 min de carence alors que 28 % sont déstabilisés 
(FSAA1 < 0,83). Le contrôle de la stabilité est plus homogène entre 30 min et 3,9 h de carence 
puisque 79 % des transcrits présentent une augmentation de stabilité (FSAA2 > 1,2) alors que 
seulement 5 % sont déstabilisés (FSAA2 < 0,83, figure VI.5 B). 
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Figure VI.5 : Distribution des facteurs de stabilisation des ARNm lors de l’adaptation de L. 
lactis IL1403 à la carence en glucose sur milieu MCD (A, ■ FSC1 entre la référence et le 
ralentissement, ■ FSC2 entre le ralentissement et 2 h de carence) et à la carence en isoleucine 
sur milieu ILV10 (B, ■ FSAA1 entre la référence et 30 min de carence et ■ FSAA2 entre 30 min 
et 3,9 h de carence). 
 
Les FS médians entre chaque point étudié lors des 2 stress nutritionnels soulignent que 
le phénomène de stabilisation est très marqué lors de l’adaptation à la carence en glucose 
(tableau VI.8). En effet, des FS médians de 4,1 et 2,1 sont observés entre la référence et le 
ralentissement puis entre le ralentissement et 2 h de carence pour les ARNm stabilisés. La 
stabilisation est moins accentuée lors de l’adaptation à la carence en isoleucine puisque des 
valeurs médianes de 1,6 et 2,0 sont respectivement observées pour les FSAA1 et les FSAA2 des 
messagers stabilisés. De même, les phénomènes de déstabilisation apparaissent légèrement 
plus atténués lors de la carence en isoleucine (tableau VI.8). 
 
Tableau VI.8 : Facteurs de stabilisation médians des ARNm stabilisés ou déstabilisés lors de 
l’adaptation de L. lactis IL1403 à la carence en glucose ou en isoleucine. 
Facteurs de stabilisation médians 
ARNm 
CC1* CC2* AA1* AA2*
Stabilisés+ 4,1 2,1 1,6 2,0 
Déstabilisés- 0,5 0,5 0,7 0,7 
* : CC1, entre la référence et le ralentissement de la culture sur milieu MCD glucose ; CC2, entre le 
ralentissement et 2 h de carence en glucose ; AA1, entre la référence de la culture sur milieu ILV10 glucose et 30 
min de carence en isoleucine ; AA2, entre 30 min et 3,9 h de carence en isoleucine. + : ARNm présentant des FS 
> à 1,3 lors de la carence en glucose ou 1,2 lors de la carence en isoleucine. - : ARNm présentant des FS < 0,77 
lors de la carence en glucose ou 0,83 lors de la carence en isoleucine. 
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III.3.2 Recherche de déterminants de la stabilisation 
 
Une nouvelle recherche de corrélations et de motifs a été menée afin d’identifier les 
facteurs susceptibles de contrôler ces phénomènes de stabilisation. 
Aucune corrélation significative n’a été mise en évidence entre la longueur des ORFs ou 
leurs compositions en bases nucléotidiques et les différents FS (C1, C2, AA1 et AA2). De 
même, aucun motif dans les régions 5’ ou 3’ n’a été identifié parmi les messagers les plus 
stabilisés ou les moins stabilisés dans les différentes transitions de culture étudiées. Enfin, 
aucune relation générale n’a été établie entre les FS et les concentrations, ou les ratios de 
concentration, des ARNm dans les différents points observés. 
En revanche, une corrélation négative a été identifiée entre les FSC1 et les t1/2 mesurés 
lors du point de référence sur MCD glucose (p = 5.10-6, r = -0,29). Ceci révèle que les 
messagers les plus instables en conditions optimales de croissance sont les plus stabilisés 
lorsque la croissance ralentit. Cette stabilisation spécifique des ARNm les plus instables se 
poursuit lors de la transition vers la carence en glucose puisqu’une corrélation négative a 
également été mise en évidence entre les FSC2 et les t1/2 mesurés en ralentissement (p = 1.10-
12, r = -0,52). De façon similaire, lors de l’adaptation à la carence en isoleucine, les FSAA1 sont 
inversement corrélés aux t1/2 observés dans la condition de référence (p = 5.10-4, r = -0,27). Le 
même constat peut être fait pour les FSAA2 et les t1/2 mesurés à 30 min de carence en 
isoleucine (p = 1.10-7, r = -0,34). Il apparaît donc qu’entre chaque phase les messagers 
initialement les plus instables sont les plus stabilisés.  
 
IV. Influence de la stabilité dans le contrôle de la 
concentration des ARN messagers 
 
IV.1 Définition des coefficients de régulation 
 
La concentration d’un messager dans la cellule est la résultante de ses vitesses de 
transcription, de dégradation et de dilution (figure VI.6). La dilution due à la croissance est 
généralement négligeable devant la dégradation car elle est beaucoup plus lente (de l’ordre de 
l’heure). 
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Gène [ARNm]
Dégradation
VT
Dilution
VD = k.[ARNm]
Vdilution = µ.[ARNm]
Transcription
Figure VI.6 : Contrôle de la concentration d’ARNm dans la cellule par la transcription, la 
dégradation et la dilution. µ : taux de croissance (h-1) , k : constante de dégradation (min-1). 
 
Ainsi, toute modification de la concentration d’un transcrit peut être le fruit d’une 
variation de ses vitesses de transcription ou de dégradation. Cependant, le phénomène de 
modulation de la stabilité est rarement pris en compte et les variations d’expression sont 
généralement attribuées à des régulations transcriptionnelles. Nous avons souhaité évaluer ici 
l’influence des modifications de vitesses de transcription et de dégradation sur les variations 
de concentrations des messagers observées suite à l’imposition d’un stress nutritionnel, de 
façon à mieux comprendre les mécanismes sous-tendant la régulation de l’expression dans ces 
conditions. 
 
IV.1.1 Formalisme mathématique 
 
Une approche de type contrôle hiérarchique développée par ter Kuile et Westerhoff 
(2001) a été adaptée. Lors d’un état stationnaire, en considérant que le taux de croissance µ 
est négligeable devant la constante de dégradation k, qui est inversement proportionnelle au 
temps de demi-vie (= ln2/t1/2), l’égalité suivante est observée : VT = VD = k.[ARNm]. En 
considérant que la vitesse de transcription VT et la constante de dégradation k sont 
indépendantes, les variations de concentrations d’ARNm peuvent être exprimées en fonction 
des variations de ces paramètres. L’équation suivante est obtenue après calcul de la dérivée: 
]ln[
ln
]ln[
ln1
ARNmd
kd
ARNmd
Vd T −=  (le détail des calculs réalisés est présenté en annexe I). Nous 
avons ainsi défini 2 termes : le coefficient de régulation transcriptionnel 
]ln[
ln
ARNmd
Vd T
T =ρ  et 
le coefficient de régulation "dégradationnel" 
]ln[
ln
ARNmd
kd
D −=ρ , avec ρT + ρD = 1. Ces 2 
coefficients reflètent respectivement l’influence de la variation de vitesse de transcription ou 
de dégradation sur la variation de concentration d’un messager. 
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IV.1.2 Détermination et signification du coefficient de régulation 
"dégradationnel" 
 
La connaissance de la concentration et de la constante de dégradation k d’un messager 
en 2 points A et B permet d’accéder aisément au coefficient de régulation "dégradationnel" 
pour ce messager entre ces 2 états, après transformation des données en logarithme comme 
présenté dans la figure VI.7.  
 
ln [ARNm]
ln k
A
A
B
B
Figure VI.7 : Détermination du coefficient de régulation "dégradationnel" ρD entre 2 
conditions A et B. 
pente = - ρD
 
Les valeurs de ρD obtenues permettent d’identifier 5 types de contrôle, pouvant chacun 
conduire à une augmentation ou une réduction de la concentration d’ARNm (figure VI.8). 
Une valeur de 0 souligne que la concentration des messagers est indépendante de leur vitesse 
de dégradation (VD) et donc uniquement sous le contrôle de la vitesse de transcription (VT, 
figure VI.8 A). Un coefficient de 1 (pente = -1) révèle que la variation de concentration du 
messager est directement proportionnelle à sa vitesse de dégradation (figure VI.8 B). Des 
valeurs entre 0 et 1 sont obtenues lorsque les phénomènes de transcription et de dégradation 
agissent conjointement pour augmenter la concentration du messager (diminution de VD + 
augmentation de VT) ou la réduire (augmentation de VD + diminution de VT, figure VI.8 C). 
Lorsque les variations de vitesses de dégradation et de transcription ont des effets 
antagonistes sur la concentration du messager, des valeurs de ρD inférieures à 0 ou supérieures 
à 1 sont observées. Les valeurs négatives révèlent un contrôle prépondérant de la transcription 
(augmentation de VT supérieure à l’augmentation de VD ou, diminution de VT supérieure à la 
diminution de VD, figure VI.8 D). Inversement, lorsque la dégradation est le phénomène 
majeur, des valeurs supérieures à 1 sont obtenues soit car la diminution de VD est supérieure à 
la diminution de VT soit car l’augmentation de VD est supérieure à l’augmentation de VT 
(figure VI.8 E). 
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Figure VI.8 : Représentation schématique de la signification des coefficients de régulation 
"dégradationnels" ρD entre 2 points A et B. (A) : ρD = 0, contrôle uniquement 
transcriptionnel ; (B) : ρD = 1, contrôle uniquement "dégradationnel" ; (C) : 0 < ρD < 1, 
contrôle partagé ; (D) : ρD <0, contrôle majoritairement transcriptionnel ; (E) : ρD > 1, 
contrôle majoritairement "dégradationnel". k : constante de dégradation = ln2 / t1/2, [ ] : 
concentration d’ARNm, VT : vitesse de transcription, VD : vitesse de dégradation. 
 
IV.2 Détermination des coefficients de régulation 
"dégradationnels" lors de l’adaptation aux stress nutritionnels 
 
Lors de l’étude de l’adaptation de L. lactis aux stress nutritionnels, nous avons 
déterminé les concentrations des messagers et leurs temps de demi-vie (donc les constantes de 
dégradation k) en différents points de cultures, ce qui nous permet de déterminer les 
coefficients de régulation "dégradationnels" ρD. 
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Lors de l’adaptation à la carence en glucose, les coefficients ρD ont pu être calculés pour 
226 messagers entre la référence et le ralentissement (ρD-C1) puis pour 148 ARNm entre le 
ralentissement et 2 h de carence (ρD-C2). La répartition des différents modes de contrôle 
intervenant lors de l’adaptation à la carence en glucose est représentée sur la figure VI.9 A. 93 
% des messagers présentent des valeurs de ρD-C1 négatives, indiquant que les variations de 
concentrations d’ARNm sont majoritairement contrôlées par la transcription entre la phase 
exponentielle et le ralentissement. Seuls 7 ARNm présentent un contrôle "dégradationnel" 
entre ces 2 points (ρD-C1 > 1). On remarque parmi eux, les messagers dhaL et M qui font partie 
des rares transcrits (4) dont la concentration augmente entre ces 2 points (§ I). Enfin, 9 ARNm 
sont sous contrôle partagé (0 < ρD-C1 < 1). Entre le ralentissement et la carence en glucose (2 
h), l’influence des différents modes de régulation est plus équilibrée. Les concentrations de 50 
% des messagers sont contrôlées au niveau transcriptionnel (ρD-C2 < 0), la dégradation 
contrôle les concentrations de 27 % des ARNm (ρD-C2 > 1) et 23 % des ARNm sont sous 
contrôle partagé (0 < ρD-C2 < 1). 
 
Les coefficients ρD-AA1 entre la référence et le point à 30min de carence en isoleucine et 
ρD-AA2 entre 30 min et 3,9 h de carence ont pu être calculés pour 156 et 218 messagers 
respectivement. La figure VI.9 B représente la répartition des différents modes de contrôle 
lors de l’adaptation à la carence en isoleucine. Entre la référence et 30 min de carence, la 
transcription contrôle la concentration de 58 % des messagers (ρD-AA1 < 0), les concentrations 
de 22 % des ARNm sont sous l’influence de la dégradation (ρD-AA1 > 1) et 20 % des ARNm 
sont sous contrôle partagé. Entre 30 min et 3,9 h de carence en isoleucine, la participation du 
contrôle transcriptionnel s’accentue (79 %) alors que celle du contrôle "dégradationnel" 
décroît (15 %). 
 
L’ensemble de ces observations révèle que la dégradation intervient dans le contrôle de 
la concentration d’une proportion non négligeable d’ARNm. D’autre part, il apparaît que 
l’influence relative de la transcription et de la dégradation évolue au cours des cinétiques de 
culture et que cette évolution est dépendante de la condition de carence rencontrée. 
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Figure VI.9 : Distribution des coefficients de régulation "dégradationnels" ρD des ARNm lors 
de l’adaptation de L. lactis IL1403 à la carence en glucose sur milieu MCD (A, ■ ρD-C1 entre 
la référence et le ralentissement, ■ ρD-C2 entre le ralentissement et 2 h de carence) et à la 
carence en isoleucine sur milieu ILV10 (B, ■ ρD-AA1 entre la référence et 30 min de carence et 
■ ρD-AA2 entre 30 min et 3,9 h de carence). ρD < 0 : contrôle transcriptionnel, 0 < ρD < 1 : 
contrôle partagé, ρD > 1 : contrôle "dégradationnel". 
 
IV.3 Influence des contrôles "dégradationnel" et transcriptionnel 
sur les concentrations d’ARN messagers 
 
L’objectif de la détermination des coefficients de régulation est d’évaluer comment sont 
contrôlées les concentrations de messagers lors d’un changement environnemental. Or, 
comme nous l’avons souligné au paragraphe IV.1.2, les contrôles transcriptionnel et 
"dégradationnel" peuvent chacun conduire à une augmentation ou une diminution de la 
concentration d’un messager. Il est donc nécessaire de distinguer ces 2 effets pour chaque 
type de contrôle afin d’évaluer leurs rôles dans la réponse transcriptomique. Le tableau VI.9 
présente, pour chaque transition étudiée, la répartition des ARNm dans les 2 modes de 
régulation transcriptionnels et les 2 modes de régulation "dégradationnels". 
 
Tableau VI.9 : Nombre d’ARNm dont la concentration augmente ou diminue sous l’influence 
d’un contrôle transcriptionnel ou "dégradationnel" lors de l’adaptation de L. lactis IL1403 aux 
carences en glucose sur milieu MCD ou en isoleucine sur milieu ILV10. 
Contrôle transcriptionnel (ρD < 0) Contrôle "dégradationnel" (ρD > 1) 
[ARNm] ↓ [ARNm] ↑ [ARNm] ↓ [ARNm] ↑ Transitions de culture*
VD↓-VT↓↓ VD ↑-VT ↑↑ VD↑↑-VT↑ VD ↓↓-VT ↓ 
CC 1 206 0 3 4 
CC 2 47 8 29 8 
AA 1 42 22 15 12 
AA 2 149 1 6 24 
* : CC1, entre la référence et le ralentissement de la culture sur milieu MCD glucose ; CC2, entre le 
ralentissement et 2 h de carence en glucose ; AA1, entre la référence de la culture sur milieu ILV10 glucose et 30 
min de carence en isoleucine ; AA2, entre 30 min et 3,9 h de carence en isoleucine. 
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Entre la référence (MCD glucose) et le ralentissement lors de l’adaptation à la carence 
en glucose (CC1) et entre les 2 points de carence en isoleucine (AA2), les messagers sous 
contrôle transcriptionnel présentent dans leur immense majorité une diminution de 
concentration (tableau VI.9). 
Les concentrations des messagers sous contrôle "dégradationnel" augmentent ou 
diminuent en proportion quasi équivalente lors de la carence en glucose (CC1). Parmi ces 
gènes, présentés dans le tableau VI.10, les concentrations de dhaK et L, codant pour des 
dihydroxyacétone kinases, et msmK, codant pour un transporteur de sucres, augmentent. Lors 
de la carence en isoleucine (AA2), les gènes sous contrôle "dégradationnel" présentent 
majoritairement une augmentation de leur concentration d’ARNm. Citons notamment les 
gènes acmB, clpE, guaB, thrC, trpA, yahI, ybiH et ywjD, dont le rôle dans la réponse à la 
carence en acide aminé a déjà été souligné (cf. chapitre IV). 
 
Entre le ralentissement et 2 h de carence en glucose (CC2) ainsi qu’entre la référence et 
le point à 30 min de carence en isoleucine (AA1), les messagers sous contrôle transcriptionnel 
présentent pour la plupart une diminution de concentration mais l’on observe également des 
concentrations accrues pour certains messagers (tableaux VI.9 et VI.10). Cela est notamment 
le cas de comFA, impliqué dans la compétence, lors de la carence en glucose et de aroE, 
asnB, clpE, X, guaB et thrC, codant pour des protéases ou impliqués dans la biosynthèse 
d’acides aminés ou de nucléotides, lors de la carence en isoleucine. Soulignons que, dans 
cette dernière carence, les ARNm clpE, guaB et thrC sous contrôle transcriptionnel en début 
d’adaptation (AA1) sont ensuite sous contrôle "dégradationnel" (AA2). 
Dans ces transitions de culture (CC2 et AA1), l’évolution des concentrations d’ARNm 
sous contrôle "dégradationnel" est plus contrastée. Entre le ralentissement et 2 h de carence en 
glucose (CC2), 29 et 8 ARNm voient leur concentration respectivement diminuer ou 
augmenter sous l’influence d’un contrôle "dégradationnel" (tableaux VI.9 et VI.10). On 
remarque notamment que la concentration de xylM, codant pour l’utilisation de xylose, 
augmente grâce à un contrôle "dégradationnel". Entre la référence et le premier point de 
carence en isoleucine (30 min, AA1), 15 ARNm présentent une diminution de concentration 
(tableaux VI.9 et VI.10), dont deoD et guaA, impliqués dans le métabolisme des nucléotides, 
rplK, rpsH et tsf, codant pour des protéines ribosomales et un facteur de traduction. A 
l’inverse, entre ces 2 points, la concentration de 12 messagers, majoritairement de fonction 
inconnue, augmente sous l’influence d’un contrôle "dégradationnel" (tableaux VI.9 et VI.10). 
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Tableau VI.10 : ARNm sous contrôle transcriptionnel avec une concentration accrue ou sous 
contrôle "dégradationnel" lors de l’adaptation de L. lactis IL1403 aux carences en glucose sur 
milieu MCD ou en isoleucine sur milieu ILV10. 
Contrôle transcriptionnel Contrôle "dégradationnel" 
[ARNm] ↑ [ARNm] ↓ [ARNm] ↑ Transitions de culture*
VD ↑-VT ↑↑ VD↑↑-VT↑ VD ↓↓-VT ↓ 
CC 1 - pi107, tra981C, ypiA dhaL, M, msmK, ykiE 
CC 2 comFA, kdtB, pi238, ps102, sbcC, ymgH, yqeC, ysjD 
arcD2, atpH, bacA, busAB, 
cdsA, citF, cysE, fmt, hisS, 
noxC, pbp2A, pstC, rarA, 
rgpC, xynD, yahA, ybdH, 
ycgD, yebE, ykiG, ylfD, 
ymjE, yohD, ysbC, ytdB, 
yveE, yvhA, yxeA, yxfC 
codZ, ps108, ps301, xylM, 
yccL, yjaJ, ynfG, ynjH 
AA 1 
aroE, asnB, clpE, clpX, 
dapA, guaB, hsdM, mreC, 
murA2, nadR, rplI, ruvB, 
thrC, tra983L, ybaF, ycgI, 
ydgB, ygdC, yjbE, ypdD, 
ytaB, ythC 
deoD, guaA, pycA, rarA, 
rplK, rpsH, tsf, ybaG, ycdC, 
ycgD, ycgE, yhfF, yjjB, yrjA, 
ythA 
acmB, aspC, nagA, pydA, 
trxA, yajE, ygbD, ygeA, ysfC, 
ysjF, ytgH, yxbC 
AA 2 yfgC glyS, yccB, yfgG, yhfE, yhgB, ytbD 
acmB, als, ccpA, clpE, ftsX, 
guaB, mtsA, nagA, pi103, 
pip, polC, rarA, rliB, thrC, 
trpA, yahI, ybdH, ybfA, ybiH, 
ydaG, yfbJ, yibD, ythA, ywjD
* : CC1, entre la référence et le ralentissement de la culture sur milieu MCD glucose ; CC2, entre le 
ralentissement et 2 h de carence en glucose ; AA1, entre la référence de la culture sur milieu ILV10 glucose et 30 
min de carence en isoleucine ; AA2, entre 30 min et 3,9 h de carence en isoleucine. 
 
V. Discussion 
 
Lors de ce travail, une technique fiable de détermination des temps de demi-vie des 
messagers à l’aide de membranes de nylon représentant 89 % du génome de L. lactis IL1403 
a été mise en place. Nous avons ainsi pu caractériser pour la première fois la stabilité des 
transcrits à l’échelle génomique dans ce micro-organisme. Ceci constitue une grande avancée 
puisque seuls les t1/2 des messagers codant pour les enzymes du métabolisme central ou 
l’utilisation du citrate avaient été déterminés jusque là, respectivement chez L. lactis MG1363 
et L. lactis biovar diacetylactis (Lopez de Felipe et al., 1995; Even et al., 2002). En conditions 
optimales de croissance, la stabilité de plus de 40 % des messagers a pu être évaluée. Une 
grande diversité dans les niveaux de stabilité a été observée avec une valeur médiane de 4,2 
min. Les temps de demi-vie obtenus sont en accord avec les rares études menées à l’échelle 
génomique chez E. coli ou B. subtilis sur milieux riches. En effet, Bernstein et al. (2002) ont 
déterminé un t1/2 médian de 5,4 min avec 80 % des messagers présentant un t1/2 entre 3 et 8 
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min chez E. coli alors que, chez B. subtilis, les t1/2 de 80 % des messagers sont inférieurs à 7 
min et la médiane est proche de 5 min (Hambraeus et al., 2003). 
 
V.1 Déterminants de la stabilité et mécanismes de dégradation 
 
Les facteurs contrôlant la stabilité des messagers ont été essentiellement explorés chez 
E. coli et B. subtilis (Nierlich et Murakawa, 1996; Rauhut et Klug, 1999; Condon, 2003). 
Notre étude a permis d’appréhender, pour la première fois chez L. lactis, les facteurs 
susceptibles d’affecter la stabilité des messagers en conditions optimales de croissance 
(Redon et al., 2005b). Plus largement, cette étude à l’échelle génomique permet également de 
réévaluer certaines hypothèses émises dans la littérature suite à des études ponctuelles dans 
d’autres espèces. 
 
V.1.1 Stabilité, fonction et expression des ARN messagers 
 
La détermination des t1/2 de 817 messagers en conditions optimales de croissance a 
permis de mettre en évidence que la stabilité des messagers est fortement liée à leur fonction 
physiologique. Une telle ségrégation fonctionnelle dans la répartition des niveaux de stabilité 
a déjà été observée chez E. coli (Bernstein et al., 2002). Comme la stabilité d’un messager 
définit le temps pendant lequel celui-ci va être disponible pour la traduction, il paraît logique 
que les gènes de ménage, tels que ceux codant pour les protéines ribosomales, soient les plus 
stables. En effet, la traduction constitutive de ces messagers nécessite qu’ils soient présents en 
grande quantité dans la cellule et leur haut de niveau de stabilité permettrait ainsi de limiter la 
dépense énergétique liée à leur transcription. A l’inverse, les gènes dont l’expression doit être 
rapidement ajustée en réponse à l’environnement, comme les gènes codant pour des fonctions 
de régulation ou de transport, présentent des messagers avec des niveaux de stabilité 
beaucoup plus faibles, de façon à pouvoir être efficacement introduits ou éliminés du système 
de traduction. 
Il apparaît par ailleurs que les messagers codant pour des fonctions phagiques sont 
particulièrement stables. Ceci semble être une particularité de ces transcrits puisque les 
régions 5’ des ARNm des phages λ et SP82 de E. coli et B. subtilis sont connues pour 
conférer de hauts niveaux de stabilité lorsqu’elles sont fusionnées à d’autres messagers (Hue 
et al., 1995; Nierlich et Murakawa, 1996). 
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En plus d’une relation entre la fonction des messagers et leur stabilité, nous avons 
observé une corrélation négative entre les t1/2 et les concentrations des messagers indiquant 
que les messagers les plus exprimés sont les moins stables en conditions optimales de 
croissance. Cette observation va à l’encontre du postulat admettant que les gènes les plus 
exprimés sont les plus stables (Nierlich et Murakawa, 1996). Cependant, une telle corrélation 
négative entre la stabilité et l’expression a déjà été observée chez E. coli lors d’une étude à 
l’échelle génomique (Bernstein et al., 2002). L’hypothèse d’un lien positif entre la stabilité et 
l’expression avait été émise sur la base de l’observation de hauts niveaux de stabilité pour les 
messagers codant pour les protéines ribosomales, qui sont également hautement exprimés 
(Nierlich et Murakawa, 1996). Un tel comportement a également été observé lors de cette 
étude pour les ARNm de protéines ribosomales mais la caractérisation générale des t1/2 révèle 
que ces messagers constituent une exception. Ceci explique pourquoi le postulat d’une 
relation directe entre la stabilité et l’expression est erroné lorsque l’on s’intéresse à l’ensemble 
du génome. Cela souligne la nécessité de mener des études à l’échelle génomique pour 
comprendre de façon plus juste les mécanismes de contrôle de la stabilité survenant dans la 
cellule. 
 
V.1.2 Déterminants et mécanismes 
 
La recherche de paramètres affectant la stabilité en conditions optimales de croissance a 
révélé que les messagers possédant les séquences codantes les plus longues sont les moins 
stables. Une telle observation n’a jamais été faite lors d’études portant sur des messagers 
spécifiques (Belasco et al., 1986; Rauhut et Klug, 1999; Regnier et Arraiano, 2000) ni lors de 
la caractérisation de la stabilité à l’échelle génomique chez E. coli (Bernstein et al., 2002). La 
relation entre la stabilité et la longueur des transcrits pourrait donc être spécifique de L. lactis. 
Cette corrélation suggère l’existence de facteurs de dégradation peu spécifiques, tels que des 
sites de clivage endonucléolytiques, répartis uniformément sur la séquence codante. Chez E. 
coli, ces clivages sont assurés par la RNase E qui possède une spécificité de substrat assez 
large puisqu’elle attaque des sites riches en AU (McDowall et al., 1994; Nicholson, 1999). 
Chez L. lactis, la stabilité apparaît inversement reliée au % de U dans la séquence codante. 
Ceci laisse penser que des motifs riches en uridine pourraient constituer d’éventuels sites de 
clivage internes. Cependant, il faut souligner qu’à ce jour, aucune endonucléase responsable 
de tels clivages n’a été identifiée chez L. lactis. 
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L’identification du motif AGGAG dans la région 5’ des messagers stables révèle que 
l’extrémité 5’ joue un rôle crucial dans la stabilité des messagers. Ce motif, complémentaire 
de l’extrémité 3’ de l’ARN 16S, apparaît être un analogue des sites de fixation de ribosomes 
(RBS). Nous suggérons qu’il exercerait un effet stabilisateur en provoquant une pause des 
ribosomes en 5’ bloquant ainsi l’initiation de la dégradation par une endonucléase, comme 
cela a déjà été suggéré chez B. subtilis (Hambraeus et al., 2002; Sharp et Bechhofer, 2003). 
De telles propositions ont également été faites suite à l’identification de motifs stabilisateurs 
riches en purine dans le messager cryIIIA chez B. subtilis (Agaisse et Lereclus, 1996) ainsi 
que dans un fragment d’ARN du bactériophage SP82 de B. subtilis (Hue et al., 1995). 
Néanmoins, l’effet stabilisateur de motifs de type AGGAG sur un grand nombre de messagers 
est décrit pour la première fois ici. Il est donc probable que la fixation des ribosomes en 5’ 
joue un rôle plus large dans le contrôle de la stabilité que ce qui est actuellement considéré. 
 
Enfin, notre étude suggère un effet déstabilisateur des séquences inversées 
CTGTCAGTA et TACTGACAG, susceptibles de former une structure de type tige-boucle en 
3’, pour un grand nombre de messagers. Les séquences inversées répétées, de type Repetitive 
Extragenic Palindromic (REP), sont généralement caractérisées comme des facteurs de 
stabilisation car la structure tige-boucle qu’elles adoptent bloque la progression des 
exonucléases en 3’ (Wong et Chang, 1986; Petersen, 1991; Farr et al., 1999). Néanmoins, les 
séquences REP du messager cat déstabilisent ompA lorsqu’elles sont fusionnées en 3’ de ce 
transcrit (Meyer et al., 1996). Ceci souligne que les séquences inversées n’exercent pas 
nécessairement un effet stabilisateur. On peut suggérer que l’effet déstabilisateur observé ici 
fasse intervenir la RNase III, comme cela a déjà été proposé chez E. coli (Regnier et 
Hajnsdorf, 1991; Steege, 2000). Cette endonucléase spécifique de l’ARN double-brin assure 
chez E. coli le clivage des messagers au niveau des structures tiges-boucles (Nicholson, 
1999). Elle a été identifiée chez L. lactis et semble posséder une fonctionnalité similaire à 
celle d’E. coli (Drider et al., 2002a; Amblar et al., 2004). Ainsi, le clivage du messager par la 
RNase III au niveau des tiges-boucles formées par les séquences inversées CTGTCAGTA et 
TACTGACAG pourrait conduire à la libération d’une nouvelle extrémité 3’ plus sensible aux 
exonucléases et donc, à une dégradation rapide des messagers. 
 
Chez L. lactis, le rôle dans la dégradation des ARNm de la seule RNase connue (RNase 
III) reste encore à définir. De même, l’existence d’une autre endonucléase ou d’exonucléases 
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participant à la dégradation n’a pas été démontrée à ce jour. Le manque évident de données 
sur la machinerie de dégradation de L. lactis rend quelque peu difficile la compréhension des 
mécanismes de dégradation dans ce micro-organisme. Cependant, les observations faites lors 
de notre étude semblent suggérer que l’extrémité 5’ joue un rôle majeur dans la stabilité des 
messagers chez L. lactis, comme cela est supposé chez B. subtilis (Drider et al., 2002b; 
Condon, 2003). Il apparaît donc probable que l’initiation de la dégradation se fasse en 5’ chez 
L. lactis. La fixation des ribosomes en 5’ au niveau des sites AGGAG semble avoir un effet 
stabilisateur sur la séquence complète du messager. Ceci suggère que la dégradation se 
poursuit par scannage de l’ARN jusqu’au prochain site de clivage comme chez B. subtilis, et 
non pas par un phénomène de "looping" comme chez E. coli (Condon, 2003, cf. figure I.4 A). 
Les spécificités mécanistiques identifiées chez B. subtilis en comparaison à E. coli semblent 
donc pouvoir être élargies aux micro-organismes à Gram+. 
Au vu des déterminants de la stabilité identifiés dans notre étude, nous avons proposé 
l’intervention d’une endonucléase hypothétique clivant les messagers au niveau de sites 
internes à la séquence codante, riches en uridine. Nous avons également suggéré que la RNase 
III pourrait favoriser la dégradation de certains messagers par l’extrémité 3’. Ces diverses 
hypothèses révèlent que des mécanismes de dégradation multiples doivent coexister dans la 
cellule chez L. lactis. La participation de voies de dégradation diverses selon les messagers est 
une proposition émergente (Regnier et Arraiano, 2000; Steege, 2000) que notre étude à 
l’échelle génomique a permis de conforter. 
 
V.2 Modulation de la stabilité lors de stress nutritionnels 
 
Dans un deuxième temps, nous nous sommes intéressés à l’évolution de la stabilité des 
messagers lorsque les conditions de croissance sont altérées. La modulation de la stabilité 
suite à un changement environnemental (stress nutritionnels ou physico-chimiques) est 
souvent évoquée, cependant elle n’a été explorée que pour des messagers spécifiques 
(Takayama et Kjelleberg, 2000) ou pour l’ARNm total (Albertson et al., 1990; Albertson et 
Nystrom, 1994; Kuzj et al., 1998). Le travail présenté ici constitue donc la première 
évaluation à l’échelle génomique du contrôle de la stabilité de l’ensemble des messagers en 
conditions de stress (Redon et al., 2005b). 
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V.2.1 Phénomènes de stabilisation 
 
La détermination des t1/2 des messagers lors des cinétiques d’adaptation de L. lactis 
IL1403 aux carences en glucose ou en isoleucine a révélé des variations importantes de la 
stabilité en réponse à l’environnement. Des senseurs extrêmement sensibles et efficaces 
doivent être impliqués dans la modulation de la stabilité. En effet, un accroissement des 
valeurs médianes de t1/2 d’un facteur 3,4 est observé lors de l’adaptation à la carence en 
carbone au cours du ralentissement de croissance, soit avant même l’épuisement du glucose. 
De même, lors du point de référence sur milieu ILV10, alors que la croissance est encore 
exponentielle et que l’isoleucine est toujours disponible, les t1/2 des messagers apparaissent 
plus élevés (p-value du test de Student associé < 10-4) que lors de la phase exponentielle sur 
milieu MCD, pour laquelle aucun élément nutritif n’est limitant. La faible disponibilité de 
l’isoleucine pourrait constituer un signal assurant une stabilisation précoce des messagers 
avant la réduction du taux de croissance et la survenue de la carence. Une augmentation du 
temps de demi-vie fonctionnel de l’ARNm total d’un facteur 1,9 a déjà été observée en fin de 
phase exponentielle lors de culture d’E. coli sur milieu minimal (Kuzj et al., 1998), ce qui 
confirme l’extrême sensibilité du contrôle de la stabilité des ARNm. 
 
Lors des cinétiques d’adaptation aux carences, des phénomènes de stabilisation massifs 
ont été observés. Cette stabilisation est particulièrement marquée lors de la carence en glucose 
alors qu’elle apparaît plus modérée lors de la carence en isoleucine (tableaux VI.5 et VI.8). 
Un accroissement du t1/2 fonctionnel de l’ARNm total a déjà été observé lors de carences en 
carbone (facteurs 2,2 et 6) ou en acides aminés (facteur 4) chez E. coli ou Vibrio (Albertson et 
al., 1990; Albertson et Nystrom, 1994; Kuzj et al., 1998). Cependant, notre étude a permis de 
mettre en évidence pour la première fois que la stabilisation des messagers survenant lors de 
stress nutritionnels est un phénomène qui affecte la majorité des messagers (jusqu’à 92 %, 
figure VI.5). Ceci permet de rejeter l’hypothèse d’une stabilisation extrême de quelques 
messagers isolés qui pourrait être responsable de l’augmentation du t1/2 moyen de l’ARNm 
total. On constate donc à nouveau l’intérêt de mener des études à l’échelle génomique pour 
mieux comprendre le phénomène de stabilité des messagers. 
La détermination des facteurs de stabilisation des messagers lors des cinétiques 
d’adaptation révèle 2 types de réponse. Lors de la carence en glucose, une stabilisation 
généralisée survient dans un premier temps (entre la phase exponentielle et le ralentissement) 
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puis elle est plus différentielle entre les 2 points de carence. A l’inverse, le contrôle de la 
stabilité apparaît partagé en début d’adaptation à la carence en isoleucine alors qu’une 
stabilisation globale est observée entre 30 min et 3,9 h de carence. Le phénomène de 
stabilisation générale ne semble pas être directement lié à l’altération du taux de croissance. 
En effet, une diminution similaire du taux de croissance (facteur 2) est observée dans chaque 
culture entre les références et les premiers points d’adaptation observés (ralentissement ou 30 
min de carence en isoleucine) alors qu’une stabilisation générale ne survient que lors de la 
culture sur milieu MCD. L’augmentation de la stabilité de l’ensemble des messagers doit 
donc être principalement liée à la condition de stress rencontrée et à son intensité dans la 
cellule. Lors de la diminution de la concentration de glucose, l’état physiologique se trouve 
rapidement affecté puisque le glucose constitue la source essentielle d’approvisionnement 
énergétique, d’où la nécessité de stabiliser précocement les ARNm. En revanche, lorsque 
l’isoleucine est épuisée dans le milieu de culture, la situation de stress n’est probablement pas 
atteinte de façon immédiate car les acides aminés accumulés intracellulairement sont 
assimilés de façon plus lente que le glucose. Une stabilisation massive survient donc de façon 
plus tardive lorsque la cellule se trouve effectivement en condition de stress nutritionnel. 
 
La grande diversité des valeurs de facteurs de stabilisation, la stabilisation préférentielle 
des messagers initialement les plus instables (§ III.3.2) ainsi que l’observation de phénomènes 
de déstabilisation suggèrent que des mécanismes spécifiques se superposent au phénomène de 
stabilisation générale évoqué ci-dessus. Ceux-ci permettent certainement d’assurer un 
contrôle fin des niveaux de stabilité de chacun des messagers. 
 
V.2.2 Mécanismes de modulation de la stabilité 
 
Aucun déterminant de la stabilisation n’a pu être identifié au cours de ce travail, 
cependant différents mécanismes peuvent être impliqués dans les phénomènes de stabilisation 
généraux et spécifiques. 
 
L’identification du motif stabilisateur AGGAG en 5’ dans la quasi-totalité des points de 
culture étudiés suggère que l’effet protecteur des ribosomes fixés en 5’ joue un rôle 
déterminant dans le contrôle de la stabilité en réponse à l’environnement. Un ralentissement 
de la traduction lors de conditions de croissance défavorables, mis en évidence lors de la 
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carence en carbone chez L. lactis (Kunji et al., 1993), est susceptible de provoquer une 
augmentation de la fréquence de ribosomes bloqués en 5’. Ceci pourrait inhiber l’initiation de 
la dégradation des messagers, comme proposé chez B. subtilis (Hambraeus et al., 2002; Sharp 
et Bechhofer, 2003), et donc conférer une stabilité accrue aux ARNm. D’autre part, il est 
probable que, lors des carences, les ribosomes soient présents en excès par rapport à la 
demande de synthèse protéique, comme cela a été mis en évidence chez Vibrio en carence en 
carbone (Flardh et al., 1992). On peut donc supposer que, durant les phases de carence en 
glucose ou en isoleucine chez L. lactis, une fixation plus dense de ribosomes inactifs sur les 
séquences codantes des messagers assure leur protection, et donc leur stabilisation, en 
masquant les sites de clivage d’une endonucléase hypothétique. 
 
Des mécanismes indépendants de l’effet protecteur des ribosomes peuvent être 
proposés. Une inhibition de la machinerie de dégradation peut notamment intervenir lors des 
carences en glucose ou en isoleucine. Cette hypothèse est difficilement vérifiable chez L. 
lactis puisque les endonucléases impliquées dans la dégradation des messagers ne sont pas 
caractérisées. Il apparaît cependant tout à fait probable que, de façon similaire à ce qui est 
observé pour la majorité des enzymes, l’activité des ribonucléases soit réprimée lorsque la 
croissance est affectée par des conditions de carence. De plus, il a déjà été mis en évidence 
que l’activité ou l’expression des RNases E ou II varient en fonction des conditions de culture 
(température, composition du milieu) chez E. coli (Cairrao et al., 2001; Le Derout et al., 
2002). De même, l’expression de l’endonucléase responsable de la dégradation des messagers 
chez Vibrio décroît avec le temps de carence en carbone (Takayama et Kjelleberg, 2000). Ces 
observations confortent la proposition d’une stabilisation des messagers due à une inhibition 
de l’appareil de dégradation en condition de carence. 
Par ailleurs, la participation d’ARN non codants, associés à des ARN "binding" 
protéines, dans la modulation de la stabilité peut être suggérée. Le rôle des ARNnc dans le 
contrôle de la stabilité en conditions de stress a été établi chez E. coli, notamment pour dsrA, 
micF ou rhyB (Lease et Belfort, 2000; Masse et Gottesman, 2002; Wassarman, 2002). Chez L. 
lactis, aucun ARNnc n’a été identifié à ce jour, cependant leur existence dans ce micro-
organisme est très probable puisque les ARNnc sont très répandus dans le monde bactérien 
(Eddy, 2001). 
 
Alors que l’effet protecteur des ribosomes accru en condition de stress nutritionnels 
ainsi que l’inhibition des ribonucléases pourraient justifier du phénomène de stabilisation 
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générale, la participation d’ARNnc serait susceptible d’assurer plutôt des régulations 
spécifiques de la stabilité en réponse aux carences en glucose ou en isoleucine. 
 
V.3 Participation de la stabilité aux réponses transcriptomiques 
 
Il est largement admis que la modulation de la stabilité en réponse à un changement 
environnemental participe à la régulation de l’expression des gènes. Toutefois, l’influence 
réelle des variations de stabilité lors des réponses au stress n’a été formellement évaluée chez 
aucun micro-organisme. 
 
Lors de l’étude de l’adaptation aux carences en glucose ou en isoleucine chez L. lactis, 
nous avons pu observer que la répartition des niveaux de stabilité n’apparaît plus suivre la 
même logique fonctionnelle que lors de conditions optimales de croissance. Il semble donc 
que les modifications des activités physiologiques lors des stress nutritionnels se répercutent 
au niveau de la stabilité des ARNm. Ainsi, après 3,9 h de carence en acide aminé, la stabilité 
d’un certain nombre de messagers, dont la fonction cruciale en condition de carence en 
isoleucine (biosynthèse des acides aminés, transport de glycine-bétaïne ou système 
protéolytique) a été mise en évidence lors de la caractérisation de la réponse transcriptomique 
(cf. chapitre IV), apparaît significativement plus élevée que la moyenne. Il semble ainsi que 
les transcrits impliqués dans la lutte contre la carence en acide aminé soient spécifiquement 
stabilisés de façon à accroître leur disponibilité dans la cellule et, par conséquent, faciliter leur 
traduction tout en limitant le coût énergétique d’une transcription accrue. Lors des autres 
points d’adaptation étudiés, il n’a pas été mis en évidence de relation entre la stabilité et la 
fonction des messagers. Le nombre plus restreint d’ARNm dont les t1/2 ont pu être mesurés 
dans ces phases est probablement à l’origine de cette observation car il limite la significativité 
des comparaisons et donc l’identification de différences de comportement significatives entre 
les différentes catégories fonctionnelles ou les différents messagers. 
 
L’objectif premier de cette étude étant de mieux comprendre comment sont mises en 
place les réponses suite à l’imposition de conditions de croissance défavorables, il était 
nécessaire d’évaluer l’influence des régulations transcriptionnelles et des modulations de la 
stabilité dans le contrôle des concentrations d’ARNm. L’approche originale développée ici a 
permis d’évaluer pour la première fois de façon quantitative la participation de ces 2 
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phénomènes dans la régulation de l’expression (Redon et al., 2005b). La détermination de 
coefficients de régulation "dégradationnels" a permis de mettre formellement en évidence que 
la modulation de la stabilité des ARNm n’est pas un phénomène négligeable dans la mise en 
place des réponses aux carences, puisqu’elle contrôle la concentration de 20 à 25 % des 
messagers et a un contrôle partagé sur plus de 20 %. 
La comparaison de la répartition des contrôles transcriptionnel et "dégradationnel" au 
cours des 2 carences étudiées révèle une évolution cinétique différente. Lors de l’adaptation à 
la carence en glucose, le contrôle de la concentration des messagers est dans un premier temps 
largement transcriptionnel alors que l’influence du contrôle "dégradationnel" augmente par la 
suite. Le comportement inverse est observé lors de l’adaptation à la carence en isoleucine. Ces 
différences cinétiques apparaissent reliées aux phénomènes de stabilisation généraux ou 
spécifiques. En effet, les transitions de culture sous contrôle très majoritaire de la 
transcription sont associées à une stabilisation générale des ARNm alors qu’une stabilisation 
différentielle est observée de façon concomitante à un contrôle "dégradationnel" accru 
(tableau VI.11). 
 
Tableau VI.11 : Modes de contrôle de la concentration des ARNm et phénomènes de 
stabilisation des ARNm lors de l’adaptation de L. lactis IL1403 aux carences en glucose sur 
milieu MCD ou en isoleucine sur milieu ILV10. 
 Adaptation à la carence en carbone Adaptation à la carence en isoleucine 
 CC1* CC2* AA1* AA2*
Contrôle# 93 % T 27 % D 22 % D 79 % T 
Stabilisation générale différentielle différentielle générale 
* : transitions de culture : CC1, entre la référence et le ralentissement de la culture sur milieu MCD ; CC2, entre 
le ralentissement et 2 h de carence en glucose ; AA1, entre la référence de la culture sur milieu ILV10 et 30 min 
de carence en isoleucine ; AA2, entre 30 min et 3,9 h de carence en isoleucine ; # : T, contrôle transcriptionnel ; 
D, contrôle "dégradationnel". 
 
Lors des première et deuxième étapes de l’adaptation aux carences en glucose ou en 
isoleucine respectivement (CC1 et AA2), le contrôle transcriptionnel très majoritaire associé à 
une stabilisation massive de l’ensemble des messagers indique qu’une diminution marquée et 
généralisée de la vitesse de transcription survient. La stabilisation générale permet de 
compenser partiellement cette chute de la vitesse de transcription, de façon à restreindre la 
diminution de concentration des messagers. L’association de la stabilisation des ARNm à la 
réduction de la vitesse de transcription permet ainsi de limiter la dépense énergétique 
nécessaire pour maintenir un pool de messagers suffisant dans la cellule. Il apparaît cohérent 
que ce phénomène survienne précocement lors de l’adaptation à la carence en carbone où la 
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déficience énergétique est immédiate, et de façon plus tardive lors de la carence en isoleucine 
qui est moins préjudiciable en terme énergétique dans un premier temps, notamment car un 
catabolisme actif est maintenu. 
Durant les transitions CC1 et AA2, bien que le contrôle "dégradationnel" soit 
minoritaire, il joue un rôle crucial dans la mise en place des réponses transcriptomiques. En 
effet, dans ces étapes de diminution drastique de la transcription, l’augmentation de la 
concentration de messagers nécessaires à la lutte contre les carences est assurée uniquement 
par le contrôle "dégradationnel". Ainsi, tous les gènes dont la concentration augmente dans 
ces transitions de culture sont sous l’influence de la dégradation (tableau VI.9). Un 
phénomène de stabilisation permet ainsi d’augmenter l’expression des gènes dhaL et M, 
impliqués dans le métabolisme du glycérol dont le rôle crucial lors de l’adaptation à la 
carence en carbone a été mis en évidence aux chapitres III et V. De même, la concentration 
des messagers acmB, clpE, guaB, thrC, trpA, yahI, ybiH et ywjD, participant notamment à la 
synthèse de la paroi, des purines ou des acides aminés et impliqués dans la lutte contre la 
carence en isoleucine, est augmentée grâce à un contrôle "dégradationnel". 
 
Dans les étapes où le contrôle "dégradationnel" s’accroît, soit entre le ralentissement et 
2 h de carence en glucose (CC2) et entre la référence et 30 min de carence en isoleucine 
(AA1), les phénomènes de stabilisation différentielle permettent un contrôle fin de la 
concentration des messagers (tableau VI.9). Il apparaît que dans ces transitions de phase, la 
transcription est plus active puisque environ 40 % des messagers observés présentent une 
transcription accrue (tableau VI.9). Cependant, le contrôle "dégradationnel" assure la 
diminution de concentration de la majorité de ces messagers, malgré l’augmentation de leur 
vitesse de transcription, en les déstabilisant. Ce mode de fonctionnement apparaît assez 
surprenant car il est peu rentable énergétiquement. D’autre part, comme précédemment, 
certains messagers voient leur concentration augmenter, malgré la réduction de leur vitesse de 
transcription, grâce à leur stabilisation. L’influence de ces transcrits dans les réponses 
transcriptomiques est difficilement évaluable car la majorité n’ont pas de fonction 
caractérisée. Toutefois, le comportement de ces messagers est particulièrement intéressant. En 
effet, les variations de concentrations de ces transcrits ne reflètent pas les modulations de 
vitesses de transcription. Ainsi, notre formalisme de type contrôle hiérarchique met 
clairement en évidence que les études transcriptomiques seules ne fournissent pas des données 
pertinentes pour étudier la régulation des gènes car elles ne permettent pas d’accéder 
directement aux différents modes de régulation (transcriptionnel ou "dégradationnel"). 
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VI. Conclusion 
 
Cette étude a permis d’offrir une première caractérisation de la stabilité des messagers à 
l’échelle génomique chez L. lactis lors de conditions optimales de croissance. Certains 
déterminants de la stabilité ont été identifiés et des mécanismes de dégradation ont pu être 
proposés. Cependant, pour progresser dans la compréhension de ces phénomènes, il apparaît 
maintenant nécessaire d’identifier les acteurs de la machinerie de dégradation chez L. lactis. 
 
L’observation de la stabilité des messagers lors de l’imposition de stress nutritionnels a 
révélé majoritairement des phénomènes de stabilisations étendus et très sensibles, ce qui 
confirme à l’échelle génomique que la modulation de la stabilité fait partie intégrante des 
mécanismes de réponse mis en place dans la cellule lors de conditions de croissance hostiles. 
Les phénomènes gouvernant le contrôle de la stabilité des ARNm restent mal caractérisés car 
ils n’ont jamais été abordés de façon globale auparavant, nous avons pu cependant émettre 
certaines hypothèses qui méritent d’être approfondies. 
 
La confrontation des données de stabilité aux concentrations de messagers lors de points 
clés de l’adaptation de L. lactis aux carences en glucose ou en isoleucine met en évidence le 
rôle majeur des régulations "dégradationnelles" dans le contrôle de l’expression des gènes, 
parallèlement aux régulations transcriptionnelles. Il apparaît ainsi primordial de prendre en 
compte la stabilité des messagers lorsque l’on s’intéresse à l’identification des régulations de 
l’expression, contrairement à ce qui est le plus couramment fait lors des études actuelles. 
L’approche développée dans ce travail permet d’accéder de façon beaucoup plus pertinente à 
la régulation de l’expression car elle permet de dissocier de façon claire les régulations 
transcriptionnelles et "dégradationnelles". Lors de l’adaptation de L. lactis IL1403, le rôle de 
la stabilisation des messagers dans la réponse transcriptomique a pu être compris dans sa 
globalité (limitation de la diminution de concentration de la majorité des messagers et 
augmentation de la concentration de transcrits spécifiques). Toutefois, de façon à caractériser 
de façon exhaustive les régulations impliquées dans les modulations d’expression observées 
aux chapitres III et IV et de pouvoir faire des observations plus précises d’un point de vue 
physiologique, il apparaît nécessaire de compléter les données acquises pour accéder aux 
temps de demi-vie et aux coefficients de régulation "dégradationnels" d’un plus grand nombre 
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de transcrits. Ceci serait possible en augmentant, pour chaque condition de culture, le nombre 
de cinétiques de dégradation étudiées sur membranes de nylon. 
 
Le travail présenté dans ce chapitre a permis de comprendre comment sont régulées les 
concentrations d’ARNm lorsque les conditions de croissance sont altérées. Cependant, dans 
une condition donnée, les niveaux d’expression varient d’un gène à l’autre. Pour accéder à 
une compréhension complète de la régulation de l’expression, il convient donc maintenant 
d’explorer les phénomènes contrôlant les niveaux d’expression entre les gènes. Ce point sera 
abordé dans le chapitre suivant avec une approche statistique et bioinformatique. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Note : Je me suis permis d’utiliser largement dans ce chapitre, par analogie à l’adjectif transcriptionnel, le terme 
"dégradationnel", dont il n’existe à mon sens aucun équivalent dans la langue française. Je prie donc le lecteur de 
m’excuser pour ce barbarisme, qui deviendra peut-être un néologisme… 
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Chapitre VII : Etude statistique et 
bioinformatique de l’expression des gènes 
chez Lactococcus lactis IL1403 
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Dans les chapitres précédents, nous nous sommes attachés à caractériser, pour chaque 
gène, sa variation d’expression et de stabilité lors de l’adaptation de L. lactis à un stress 
nutritionnel. Ceci a révélé des modulations importantes de l’expression qui peuvent être 
assurées par des régulations transcriptionnelles ou "dégradationnelles". Néanmoins, dans 
chaque point de culture étudié, les gènes sont chacun exprimés à différents niveaux et nous 
avons ainsi cherché à définir les facteurs susceptibles de contrôler ces niveaux d’expression 
entre les gènes. 
Dans la littérature, le lien entre expression et fonction des gènes est largement évoqué. 
Par exemple, il est souvent considéré que les gènes codant pour les protéines ribosomales sont 
fortement exprimés alors que ceux codant pour des régulateurs sont faiblement exprimés. 
Cependant, cette hypothèse d’une corrélation entre expression et fonction n’est que très 
rarement évaluée avec des données expérimentales (type transcriptome). Seule une étude 
menée chez S. pneumoniae aborde brièvement ce point (Martin-Galiano et al., 2004). Par 
ailleurs, l’expression des gènes est très souvent considérée comme dépendante du biais de 
codons. Divers indices reflétant le biais de codons sont ainsi largement utilisés pour prédire le 
niveau d’expression des gènes (Sharp et Li, 1987; Coghlan et Wolfe, 2000; Karlin et Mrazek, 
2000). Mais, comme précédemment, seules quelques études ont confirmé expérimentalement 
le lien entre biais de codons et expression, notamment chez E. coli (dos Reis et al., 2003), 
Saccharomyces cerevisiae (Coghlan et Wolfe, 2000) et S. pneumoniae (Martin-Galiano et al., 
2004). Le biais de codons reflète un usage préférentiel de certains codons. Cependant, un 
usage différentiel des codons peut résulter d’un usage différentiel des bases nucléotidiques 
dans les différentes positions du codon et éventuellement, conduire à un usage différentiel des 
acides aminés. De nombreux travaux se sont attachés à caractériser le biais de codons dans 
diverses espèces et évaluer les répercussions sur l’usage des bases nucléotidiques ou des 
acides aminés (Andersson et Kurland, 1990; Lobry et Gautier, 1994; Gutierrez et al., 1996; 
Pan et al., 1998; Musto et al., 2003). Toutefois, aucune étude ne prend en compte ces 3 
phénomènes simultanément. Chez L. lactis en particulier, le biais de codons a été étudié pour 
1129 gènes (Gupta et al., 2004) et des prédictions d’expression ont été proposées par Karlin et 
al. (2004) suite au calcul d’un indice décrivant le biais de codons. Enfin, comme la majorité 
des études évoquées ci-dessus sont menées in silico, l’influence de la fonction des gènes ou de 
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l’usage des bases, codons ou acides aminés sur l’expression génique n’a jamais été évaluée 
lorsque les conditions de culture sont altérées. 
Dans ce travail, nous nous proposons donc dans un premier temps d’évaluer le lien entre 
l’expression des gènes, déterminée expérimentalement sur membranes de nylon, et leur 
fonction lors de conditions optimales de croissance (phases exponentielles) et lors des 
carences nutritionnelles chez L. lactis. Dans un second temps, une étude statistique de 
l’interdépendance des usages de bases, de codons et d’acides aminés est proposée, afin de 
pouvoir évaluer, dans un dernier temps, l’influence de ces différents paramètres sur 
l’expression des gènes. 
 
I. Lien entre l’expression des gènes et leur fonction 
 
L’ensemble des données transcriptomiques obtenues lors des cultures de L. lactis 
IL1403 sur milieu MCD et ILV10 glucose ont été traitées, standardisées et filtrées pour 
accéder à la concentration cellulaire des messagers en unité arbitraire, comme décrit 
précédemment. Les niveaux d’expression sont ainsi disponibles pour 1300 à 1916 gènes selon 
les points. 
Malgré la différence de milieu de culture, l’expression des gènes dans les 2 phases 
exponentielles est extrêmement similaire puisqu’un coefficient de corrélation de Pearson de 
0,86 (p-value = 0) est observé entre les concentrations de messagers des 2 séries de données. 
Lors de l’adaptation à la carence en glucose, l’expression diffère notablement de celle 
observée lors de la phase exponentielle. En effet, des coefficients de corrélation de 0,78, 0,48 
et 0,40 sont déterminés entre les niveaux d’expression en phase exponentielle et ceux en 
ralentissement, à 1,25 h et 3,5 h de carence respectivement. Lors de la carence en isoleucine, 
des corrélations plus fortes sont observées entre l’expression en phase exponentielle et 30 
min, 1,7 h et 3,5 h de carence (coefficients de corrélation respectifs de 0,80, 0,76 et 0,73). 
 
Les niveaux de concentrations de messagers ont été calculés dans chaque catégorie 
fonctionnelle pour les 8 conditions étudiées (tableau VII.1). Lors des phases exponentielles de 
croissance, l’expression des gènes apparaît systématiquement plus faible sur milieu ILV10. 
Cependant, les variations d’expression entre catégories fonctionnelles sont comparables sur 
les milieux MCD ou ILV10 (tableau VII.1). Une analyse de type ANOVA met en évidence 
des différences significatives entre les niveaux d’expression des différentes catégories 
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fonctionnelles (p-value < 10-4 dans les 2 conditions). On constate que les catégories 
"traduction", "transcription", "enveloppe cellulaire", "processus cellulaires" et "métabolisme 
des purines et pyrimidines" regroupent des gènes fortement exprimés alors que les catégories 
"autres" (essentiellement des gènes codant pour des fonctions phagiques), "biosynthèse 
d’acides aminés", "biosynthèse de cofacteurs", "réplication" et celle regroupant les gènes de 
fonction inconnue présentent des niveaux d’expression faibles. Il semble ainsi que les gènes 
codant pour des fonctions physiologiques majeures sont hautement exprimés. A l’inverse, les 
gènes impliqués dans les fonctions métaboliques qui ne doivent pas être essentielles lors de 
cultures sur milieux définis (contenant notamment 20 acides aminés et 12 vitamines) sont 
faiblement exprimés. Les niveaux de messagers semblent donc suivre une logique 
fonctionnelle adaptée aux besoins de la cellule. Le faible niveau d’expression des gènes 
inconnus suggère par conséquent que la majorité d’entre eux codent pour des fonctions qui ne 
sont pas essentielles chez L. lactis. 
 
Tableau VII.1 : Niveaux de concentrations moyens (en unité arbitraire) dans les différentes 
catégories fonctionnelles lors de la croissance de L. lactis IL1403 sur milieu MCD ou ILV10 
glucose. 
Adaptation à la carence en 
carbone sur milieu MCD 
Adaptation à la carence en 
isoleucine sur milieu ILV10 Catégorie fonctionnelle*
Expo Ralt 1,25 h 3,5 h Expo 30’ 1,7 h 3,5 h 
Traduction 29,8 8,9 5,9 4,4 26,6 18,8 17,0 14,1 
Métabolisme des purines, 
pyrimidines, nucléosides et 
nucléotides 
27,1 8,1 5,5 4,1 15,2 12,6 12,3 10,0 
Transcription 21,8 6,2 5,1 4,4 17,3 13,9 11,9 11,0 
Enveloppe cellulaire 21,0 7,8 5,4 4,1 16,1 15,0 14,2 12,2 
Processus cellulaires 19,5 6,7 5,3 3,9 15,6 13,4 13,3 11,4 
Métabolisme des acides gras et des 
phospholipides 19,2 5,6 3,9 3,2 15,0 11,6 8,1 6,8 
Métabolisme énergétique 19,3 8,8 6,0 4,0 14,5 12,6 12,0 10,1 
Transport 17,9 7,7 5,7 4,0 13,4 13,5 12,9 11,1 
Régulation 17,3 6,4 5,6 4,6 13,3 12,5 11,9 10,6 
Métabolisme central intermédiaire 17,8 8,3 5,8 4,0 12,2 12,7 11,8 10,1 
Biosynthèse de cofacteurs et de 
groupes prosthétiques 17,1 5,7 4,4 3,5 12,9 11,5 11,1 9,1 
Réplication 16,4 6,0 4,8 3,9 13,2 11,9 10,9 8,9 
Inconnus 16,2 6,5 5,5 4,2 11,8 11,3 10,8 8,9 
Biosynthèse des acides aminés 13,8 5,8 4,6 3,6 12,7 16,9 15,5 12,8 
Autres 12,4 6,1 6,0 4,7 10,3 9,4 8,8 7,5 
* : catégories fonctionnelles définies par Bolotin et al. (2001). 
 
Lorsque les conditions de croissance sont altérées, les niveaux d’expression des 
différentes catégories fonctionnelles sont profondément modifiés, comme nous l’avions déjà 
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constaté lors de la caractérisation des réponses à la carence en glucose ou en isoleucine (cf. 
chapitres III et IV). Cependant, lors du ralentissement de croissance sur milieu MCD et dans 
les 3 points de carence en isoleucine, il existe toujours des différences significatives 
d’expression entre les catégories fonctionnelles (p-value < 10-4 dans les 4 conditions), 
contrairement à ce qui est observé dans les 2 points de carence en glucose. Lors du 
ralentissement de croissance sur milieu MCD, les gènes de traduction et du métabolisme 
énergétique sont fortement exprimés alors que ceux codant pour la biosynthèse des acides 
aminés, de cofacteurs et d’acides gras sont faiblement exprimés. Lors de la carence en 
isoleucine, les gènes codant pour la machinerie de traduction et la biosynthèse de l’enveloppe 
cellulaire sont toujours fortement exprimés. Les gènes de biosynthèse des acides aminés 
deviennent hautement exprimés, soulignant le caractère primordial de cette catégorie 
fonctionnelle lors de l’adaptation à la carence en acide aminé. Les gènes codant pour la 
catégorie "autres" et la biosynthèse d’acides gras sont exprimés à des niveaux bas lors de la 
carence en isoleucine. 
 
Pour identifier les gènes hautement exprimés chez L. lactis en conditions optimales de 
croissance, les 2 phases exponentielles étudiées ont été prises en compte. Pour ne pas biaiser 
l’identification des gènes par des valeurs de concentrations qui diffèrent légèrement selon le 
milieu de culture, un rang d’expression a été affecté à chaque gène dans les 2 conditions (rang 
croissant quand l’expression diminue) puis les rangs moyens ont été calculés pour chaque 
gène. Ceci a permis d’identifier les 60 gènes les plus exprimés (rangs moyens les plus faibles, 
tableau VII.2). 
17 gènes sont liés à la traduction : rplF, J, K, M, V, rpmE, F, rpsH, I, P, O, et Q codent 
pour des protéines ribosomales, infA, fusA, tsf et tuf codent pour des facteurs de traduction et 
pmpA code pour une protéine de maturation. Le gène tuf est le plus exprimé dans les 2 
conditions et présente des niveaux de concentration largement supérieurs aux autres gènes 
(179 et 204 sur milieu MCD et ILV10). Ces observations confirment la forte expression des 
gènes codant pour les protéines ribosomales et les facteurs de traduction, suggérée suite à la 
détermination du biais de codons dans divers micro-organismes (Karlin et al., 2001; Martin-
Galiano et al., 2004). De plus, on observe d’autres gènes impliqués dans des catégories 
fonctionnelles dont la forte expression a été évoquée ci-dessus. rpoA et E codent pour les 
sous-unités α et δ de l’ARN polymérase, carA est impliqué dans la biosynthèse des 
pyrimidines, ftsZ et gidB codent pour des fonctions de division cellulaire et, acmA, D, bmpA 
et dacB sont impliqués dans la biosynthèse de l’enveloppe cellulaire. 
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3 gènes de la glycolyse sont fortement exprimés (gapB, pmg et pyk) de même que 2 
gènes codant pour des enzymes en aval du pyruvate (adhE, alcool déshydrogénase et als, 
acétolactate synthétase). Une forte expression des gènes de la glycolyse est cohérente avec le 
caractère essentiel de cette voie métabolique dans la physiologie cellulaire. En revanche, les 
niveaux d’expression forts de adhE et als sont plus surprenants. En effet, chez L. lactis 
IL1403, le pyruvate est préférentiellement transformé en lactate par la lactate déshydrogénase, 
dont le gène n’apparaît pas fortement exprimé, et n’est que peu ou pas transformé en éthanol 
ou acétolactate (Even et al., 2001). De même, l’expression élevée du gène citC, codant pour la 
citrate lyase ligase, est étonnante compte tenu de la très lente consommation de citrate dans la 
souche IL1403. 
Parallèlement, on dénombre 7 gènes codant pour des transporteurs. La forte expression 
de ptnAB et ptsH, participant au transport de glucose, apparaît cohérente avec le milieu de 
culture utilisé. De plus, la forte expression de ycdG et H, codant pour un transporteur ABC de 
sucres non caractérisé, suggère un rôle potentiel dans le transport de glucose. Le haut niveau 
d’expression du gène ctrA, codant pour un transporteur d’acides aminés cationiques, pourrait 
indiquer que ce type d’acides aminés est préférentiellement assimilé dans la cellule via ce 
transporteur. D’autre part, l’expression élevée des gènes potB et D, codant pour un 
transporteur de spermidine et de putrescine, apparaît surprenante car la formation d’amines 
biogènes, dont fait partie la putrescine, n’est connue que dans des conditions défavorables de 
croissance (Chander et al., 1988). 
Les régulateurs sont généralement considérés comme peu exprimés (Karlin et al., 
2001). Il apparaît cependant que certains d’entre eux sont fortement exprimés chez L. lactis. 
Cela est notamment le cas de citR, codant pour le régulateur de la citrate lyase, glnR, codant 
pour le répresseur de la glutamine synthétase, et llrC, dont le rôle dans la réponse générale au 
stress a été proposé (O'Connell-Motherway et al., 2000). 
Enfin, 10 gènes dont la fonction reste encore inconnue sont fortement exprimés. Ces 
gènes doivent assurer des fonctions essentielles dans la cellule qu’il serait particulièrement 
intéressant de caractériser. 
A l’inverse, on dénombre peu ou pas de gènes codant pour la biosynthèse d’acides 
aminés ou de cofacteurs. Ceci pourrait être lié aux milieux de culture utilisés qui contiennent, 
lors des phases exponentielles, tous les acides aminés et les vitamines nécessaires à la 
croissance de L. lactis. 
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Tableau VII.2 : Gènes hautement exprimés lors de la croissance exponentielle de L. lactis 
IL1403 sur milieu MCD ou ILV10 glucose. 
Catégorie fonctionnelle* Gènes+
Traduction tuf, rpmE, rplJ, pmpA, rplK, rplM, rpsI, rpsQ, rplV, rpsO, rpsH, rplF, rpsP, tsf, rpmF, fusA, infA 
Métabolisme des purines et pyrimidines carA 
Transcription rpoA, rpoE 
Enveloppe cellulaire dacB, bmpA, acmD, acmA 
Processus cellulaires (division cellulaire) ftsZ, gidB 
Métabolisme des acides gras - 
Métabolisme énergétique als, adhE, ypdD, citC, gapB, pyk, pmg 
Transport ptnAB, ctrA, ypcH, ptsH, potD, potB, ypcG 
Régulation rliB, glnR, llrC, citR, typA 
Métabolisme central intermédiaire - 
Biosynthèse de cofacteurs coaA 
Réplication ssbB 
Inconnus ycdC, usp45, yvdB, ywfG, ymbC, ywfH, yuaE, yfgG, yfgH, yshB 
Biosynthèse des acides aminés - 
Autres pi359, tra981C, ygcC 
* : catégories fonctionnelles définies par Bolotin et al. (2001) ; + : classés par rang d’expression dans chaque 
catégorie fonctionnelle. 
 
II. Interdépendance des biais d’usage des bases, codons et 
acides aminés et de la fonction des gènes 
 
Avant d’évaluer l’influence des biais d’usage des bases, des acides aminés ou des 
codons sur l’expression des gènes chez L. lactis, nous avons souhaité caractériser ces 
paramètres pour chacun des gènes et évaluer leur interdépendance. Un bref aperçu de l’usage 
moyen sur le génome des bases, des codons et des acides aminés est d’abord proposé. Les 
indices reflétant les biais d’usage seront ensuite décrits. Enfin, l’interdépendance des 
différents paramètres sera évaluée avec une approche statistique. 
 
II.1 Usage des bases, codons et acides aminés 
 
II.1.1 Usage des bases 
 
La composition en bases nucléotidiques (A, C, G, T, AT/GC et AG/CT) a été évaluée 
pour chacun des ORFs de L. lactis IL1403 pour chaque position dans le codon grâce au 
programme CodonW. Les % d’usage des bases dans le génome (moyennes calculées sur tous 
les gènes) sont présentés dans le tableau VII.3. 
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Tableau VII.3 : % moyens d’usage des bases dans l’ensemble des gènes de L. lactis IL1403. 
Codon 
Bases 
1ère position 2ème position 3ème position 
Total 
A 32 34 34 34 
C 16 20 13 16 
G 32 14 13 20 
T 20 32 40 30 
GC (AT) 48 (52) 34 (66) 26 (74) 36 (64) 
AG (CT) 64 (36) 48 (52) 47 (53) 54 (46) 
 
L. lactis est un micro-organisme pauvre en GC, cependant il apparaît que le % de GC 
est fortement dépendant de la position dans le codon. En effet, les % de GC et AT sont très 
similaires en première position du codon puis le % GC diminue progressivement en 2ème et 
3ème position du codon. L’utilisation de A et de C n’est pas ou peu dépendante de la position 
dans le codon alors que G est préférentiellement utilisé en 1ère position et que l’utilisation de 
T s’accroît avec la position dans le codon. On remarque ainsi que A et G sont 
préférentiellement utilisés en 1ème position alors que A et T sont dominants en 2ème et 3ème 
position du codon. 
 
II.1.2 Usage des codons 
 
L’usage absolu et relatif des codons a été calculé pour chaque ORF de L. lactis grâce au 
programme GCUA. Le cumul d’usage des codons sur l’ensemble des gènes est présenté dans 
le tableau VII.4. L’usage absolu est un simple comptage des codons alors que le RSCU 
(Relative Synonymous Codon Usage) représente la fréquence observée pour un codon divisée 
par la fréquence attendue si tous les codons de l’acide aminé concerné sont utilisés 
équitablement. 
 
Les valeurs obtenues sur l’ensemble du génome sont en accord avec les valeurs 
présentées par Gupta et al. (2004) lors de l’étude de 1129 gènes de L. lactis. De façon 
cohérente avec la composition en bases décrite ci-dessus, les codons préférentiels finissent par 
un U ou un A pour tous les acides aminés. Dans les sextets (groupe de 6 codons relatifs à un 
même acide aminé) de l’arginine, la leucine et la sérine, on n’observe pas de préférence pour 
des bases spécifiques dans les 2 premières positions du codon, les codons préférentiels 
semblent donc choisis en fonction de la base présente en 3ème position, comme pour les autres 
acides aminés. 
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Tableau VII.4 : Usage absolu (N) et relatif (RSCU) des codons chez L. lactis IL1403 pour la 
totalité des gènes et pour ceux codant pour les protéines ribosomales. 
AA Codon N RSCU N* RSCU* AA Codon N RSCU N* RSCU*
Phe UUU 24187 (1.52) 50 (0.64) Ser UCU 11397 (1.54) 95 (1.75)
UUC 7702 (0.48) 107 (1.36) UCC 1960 (0.26) 1 (0.02)
Leu UUA 21775 (1.97) 28 (0.38) UCA 14970 (2.02) 180 (3.31)
UUG 13907 (1.26) 111 (1.51) UCG 2306 (0.31) 2 (0.04)
Tyr UAU 18640 (1.57) 34 (0.51) Cys UGU 2394 (1.57) 9 (1.12)
UAC 5109 (0.43) 99 (1.49) UGC 658 (0.43) 7 (0.88)
ter UAA 1618 (2.09) 47 (2.82) ter UGA 425 (0.55) 0 (0.00)
ter UAG 278 (0.36) 3 (0.18) Trp UGG 6746 (1.00) 26 (1.00)
Leu CUU 17180 (1.55) 229 (3.12) Pro CCU 7855 (1.45) 83 (1.53)
CUC 4990 (0.45) 70 (0.95) CCC 1600 (0.30) 3 (0.06)
CUA 4997 (0.45) 0 (0.00) CCA 10388 (1.92) 129 (2.38)
CUG 3496 (0.32) 3 (0.04) CCG 1770 (0.33) 2 (0.04)
His CAU 8987 (1.49) 34 (0.61) Arg CGU 10081 (2.49) 357 (4.58)
CAC 3043 (0.51) 77 (1.39) CGC 2682 (0.66) 92 (1.18)
Gln CAA 20886 (1.69) 175 (1.98) CGA 3604 (0.89) 9 (0.12)
CAG 3857 (0.31) 2 (0.02) CGG 1421 (0.35) 0 (0.00)
Ile AUU 35862 (2.08) 105 (0.91) Thr ACU 14285 (1.49) 205 (2.21)
AUC 9987 (0.58) 241 (2.08) ACC 4447 (0.46) 8 (0.09)
AUA 5755 (0.33) 2 (0.02) ACA 15385 (1.60) 155 (1.67)
Met AUG 16678 (1.00) 152 (1.00) ACG 4253 (0.44) 3 (0.03)
Asn AAU 27749 (1.59) 60 (0.45) Ser AGU 9861 (1.33) 14 (0.26)
AAC 7108 (0.41) 204 (1.55) AGC 3886 (0.53) 34 (0.63)
Lys AAA 41499 (1.67) 609 (1.85) Arg AGA 5526 (1.37) 10 (0.13)
AAG 8145 (0.33) 48 (0.15) AGG 946 (0.23) 0 (0.00)
Val GUU 22306 (2.02) 360 (2.42) Ala GCU 20899 (1.69) 301 (1.98)
GUC 7444 (0.67) 41 (0.28) GCC 7200 (0.58) 38 (0.25)
GUA 8767 (0.79) 165 (1.11) GCA 16088 (1.30) 243 (1.60)
GUG 5682 (0.51) 30 (0.20) GCG 5143 (0.42) 27 (0.18)
Asp GAU 26050 (1.47) 131 (1.08) Gly GGU 16733 (1.52) 313 (2.56)
GAC 9317 (0.53) 111 (0.92) GGC 5464 (0.50) 51 (0.42)
Glu GAA 38913 (1.66) 417 (1.95) GGA 16717 (1.52) 111 (0.91)
GAG 7899 (0.34) 10 (0.05) GGG 5210 (0.47) 14 (0.11)
* : valeurs calculées pour les 50 gènes codant pour des protéines ribosomales. 
 
II.1.3 Usage des acides aminés 
 
L’usage des acides aminés a été déterminé dans chaque séquence codante de L. lactis 
IL1403 avec le programme GCUA. Les % d’utilisation moyens sont présentés dans le tableau 
VII.5. Dans le cas d’une utilisation équivalente des acides aminés, une valeur de 5 % est 
attendue pour chacun d’entre eux. Les acides aminés sur-représentés sont essentiellement des 
acides aminés neutres (Leu, Ile, Ala, Val et Gly). A l’inverse, les acides aminés aromatiques 
(Trp, Tyr et Phe) et soufrés (Cys et Met) sont particulièrement peu utilisés. Les acides aminés 
hydrophiles (Asp, Glu, Gly, Arg, Asn, Gln, His, Lys, Ser et Thr) constituent 52,4 % du 
contenu protéique et les acides aminés hydrophobes (Ala, Ile, Leu, Met, Phe, Pro, Trp, Tyr et 
Val) 46,5 %. 
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Tableau VII.5 : Usage des acides aminés (en %) dans l’ensemble des gènes de L. lactis 
IL1403. 
Sous-représentés Intermédiaires Sur-représentés 
Cys 0,5 Phe 4,8 Gly 6,2 
Trp 1,1 Asp 5,1 Ser 6,4 
His 1,8 Asn 5,1 Val 6,5 
Met 2,6 Thr 5,5 Ala 7,0 
Pro 3,0   Glu 7,1 
Tyr 3,6   Ile 7,9 
Gln 3,6   Lys 7,9 
Arg 3,7   Leu 10,0 
 
La majorité des codons relatifs aux acides aminés préférentiels présentent un G ou un A 
en 1ère position du codon (Lys, Ile, Glu, Ala, Val et duet de la Ser) ce qui peut justifier de la 
prépondérance de ces bases en position 1 dans les séquences codantes (§ II.1.1). 
 
II.2 Description des biais 
 
Nous avons présenté ci-dessus l’usage moyen des bases, des codons et des acides 
aminés sur la totalité des gènes. Celui-ci n’est cependant pas homogène sur l’ensemble des 
ORFs, certains gènes présentant un usage de bases, de codons ou d’acides aminés déviant de 
la moyenne. Pour décrire le biais de codons et d’acides aminés de chacun des gènes de L. 
lactis, différents indicateurs ont été calculés. Toutefois, comme ces indicateurs sont basés sur 
des méthodes de calcul subjectives, nous avons parallèlement mené une analyse en 
composantes principales (ACP) sur l’usage des codons et des acides aminés pour identifier, 
sans supervision, les tendances majeures des biais. 
 
II.2.1 Biais de codons 
 
2 indices ont été utilisés pour décrire le biais de codons : le Codon Adaptation Index 
(CAI) et le nombre effectif de codons (Nc). Ces indices, calculés pour chaque gène, 
permettent de refléter la sélectivité dans l’usage des codons. 
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II.2.1.1 Codon Adaptation Index 
 
Le CAI, défini par Sharp et Li (1987), permet d’estimer le biais de codons d’un gène en 
comparant son usage de codons à celui d’un lot de gènes de référence supposés posséder un 
biais fort, c’est-à-dire une forte sélectivité dans l’usage des codons. Par définition, les gènes 
de référence sont ceux codant pour les protéines ribosomales (Sharp et Li, 1987; Martin-
Galiano et al., 2004). Les 50 gènes codant pour des protéines ribosomales chez L. lactis ont 
donc été utilisés pour constituer le lot de référence. La détermination du CAI nécessite 
d’établir une table d’usage relatif de codons (RSCU) pour ce lot de gènes de référence. Les 
valeurs de RSCUref établies avec les 50 gènes de protéines ribosomales sont présentées dans le 
tableau VII.4. Le CAI est ensuite calculé à l’aide des valeurs de référence (RSCUref). Pour un 
gène donné, le CAI correspond au produit des RSCUref des codons portés sur sa séquence 
divisé par le produit des RSCUref maximum pour les acides aminés équivalents. Des valeurs 
entre 0 et 1 sont ainsi obtenues. Une valeur proche de 1 indique que le biais de codons de 
l’ORF considéré est proche de celui du lot de référence, donc fort. Par exemple, la séquence 
AUG GCU ACA (Met Ala Thr) présentera un CAI de (1×1,98×1,67) / (1×1,98×2,21) = 0,756. 
Les valeurs de CAI ont été calculées pour chacun des gènes de L. lactis IL1403 grâce au 
logiciel CodonW. Des valeurs de 0,160 à 0,866 avec une moyenne de 0,389 ont été obtenues. 
La répartition des CAI révèle que les gènes de L. lactis présentent un biais peu élevé (figure 
VII.1). En effet, des valeurs de CAI inférieures à 0,5 sont observées pour 88 % des gènes. 
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Figure VII.1 : Distribution des valeurs de Codon Adaptation Index des gènes de L. lactis 
IL1403. 
 
Cet indicateur est largement utilisé pour prédire les niveaux d’expression des gènes 
(Sharp et Li, 1987; Coghlan et Wolfe, 2000; Martin-Galiano et al., 2004) en postulant que les 
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gènes présentant un biais de codons fort sont hautement exprimés. Les valeurs moyennes de 
CAI par catégorie fonctionnelle sont répertoriées dans le tableau VII.6. On constate que 5 
catégories présentent des valeurs de CAI moyennes largement supérieures à celle observée sur 
l’ensemble du génome (traduction, métabolisme des acides gras, transcription, métabolisme 
des purines et pyrimidines et métabolisme énergétique). A l’inverse, 3 catégories présentent 
des valeurs de CAI faibles (régulation, gènes inconnus et gènes de la catégorie "autres"). 
Parmi les 60 gènes possédant les valeurs de CAI les plus fortes (tableau VII.6), 33 
codent pour des protéines ribosomales et 4 pour des facteurs de traduction (efp, fusA, tsf et 
tuf). On observe également 8 gènes de la glycolyse (enoA, fbaA, gapB, pgiA, pgk, pmg, pyk et 
tpiA) ainsi que le gène ldh, codant pour la lactate déshydrogénase. De plus, 4 gènes codant 
pour les PTS cellobiose ou mannose (ptcB et ptnC) ou pour les enzymes communes des PTS 
(ptsH et I) sont répertoriés. On remarque également les gènes dnaK et cspE, codant 
respectivement pour une chaperonne et une "Cold Shock" protéine. 
 
Tableau VII.6 : Codon Adaptation Index moyens par catégorie fonctionnelle et gènes 
supposés hautement exprimés chez L. lactis IL1403 d’après leurs valeurs de CAI. 
Catégorie fonctionnelle* CAI Gènes 
Traduction 0,558 
efp, fusA, rplA, rplB, rplE, rplF, rplJ, rplK, rplL, rplM, 
rplO, rplQ, rplR, rplS, rplU, rplX, rpmE, rpmF, rpmH, 
rpmI, rpsA, rpsB, rpsC, rpsD, rpsF, rpsG, rpsH, rpsK, 
rpsM, rpsN, rpsO, rpsP, rpsR, rpsT, rpsU, tsf, tuf 
Métabolisme des acides gras 0,470 acpA 
Transcription 0,460  
Métabolisme des purines et pyrimidines 0,451  
Métabolisme énergétique 0,445 arcB, enoA, fbaA, gapB, ldh, pgiA, pgk, pmg, pyk, tpiA 
Métabolisme central intermédiaire 0,420 nagB 
Processus cellulaires 0,417 dnaK, tig 
Transport 0,391 ptcB, ptnC, ptsH, ptsI 
Biosynthèse de cofacteurs 0,389  
Enveloppe cellulaire 0,382  
Biosynthèse d’acides aminés 0,381  
Réplication 0,379 hslA 
Régulation 0,367 typA 
Inconnus 0,365 yneC, ytjD 
Autres 0,345 cspE 
* : catégories fonctionnelles définies par Bolotin et al. (2001). 
 
Les gènes hautement exprimés identifiés expérimentalement (tableau VII.2) présentent 
une valeur de CAI moyenne de 0,529. Ces gènes possèdent donc un biais de codons supérieur 
à l’ensemble des gènes de L. lactis. Cependant, des valeurs de CAI inférieures à la valeur 
moyenne sur l’ensemble du génome (0,389) sont observées pour certains d’entre eux. Ceci est 
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notamment le cas des gènes acmA, citC, R, glnR, infA, potB, D, rliB, tra981C, ymbC, yshB et 
ywfG. 
 
II.2.1.2 Nombre effectif de codons  
 
Le nombre effectif de codons Nc évalue la diversité des codons utilisés et reflète l’écart 
à un usage équitable des codons synonymes (Wright, 1990). Cet indice est calculé de la façon 
suivante : 
6432
35192 FFFFNc ++++= . Les valeurs de F sont calculées pour chaque acide aminé 
selon la formule : 1
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F où naa est le nombre total de codons utilisés pour l’acide 
aminé considéré et fj la fréquence du codon j parmi les codons de cet acide aminé. Les valeurs 
F2, F4 et F6 sont ensuite obtenues en calculant la moyenne des F sur les groupes de codons 
synonymes de même taille (2, 4 ou 6). Cet indice prend des valeurs de 20, quand un seul 
codon est utilisé par acide aminé, à 61 quand tous les codons sont utilisés équitablement. 
Les valeurs de Nc ont été calculées pour chacun des gènes de L. lactis grâce au logiciel 
CodonW. Des valeurs de 21,4 à 61 sont observées avec une valeur moyenne de 43,2, en 
accord avec les observations de Gupta et al. (2004) sur 1129 gènes. Ceci souligne une grande 
diversité dans l’usage des codons selon les gènes. 
 
II.2.2 Biais d’acides aminés 
 
Les indices d’hydrophobicité et d’aromaticité ont été utilisés pour évaluer le biais 
d’usage des acides aminés. L’indice d’hydrophobicité est défini ainsi : , avec 
f
∑
=
⋅= 20
1i
ii fGRAVY α
i la fréquence d’un acide aminé dans la protéine et αi l’indice d’hydropathie associé qui 
reflète le degré d’hydrophobicité de chaque acide aminé (Kyte et Doolittle, 1982; Lobry et 
Gautier, 1994). L’indice d’aromaticité est calculé selon la formule , avec f∑
=
⋅20
1i
ii fδ i la 
fréquence d’un acide aminé dans la protéine et δi = 1 pour les acides aminés aromatiques 
(Phe, Tyr et Trp) et 0 pour les autres acides aminés (Lobry et Gautier, 1994). Plus 
concrètement, cet indice reflète le % d’acides aminés aromatiques dans une protéine. 
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Ces 2 indices ont été déterminés à l’aide du programme CodonW pour chacun des 
ORFs de L. lactis. L’indice d’hydrophobicité présente des valeurs s’étendant de -1,75 à 2,11 
avec une valeur moyenne de -0,16. Cette moyenne faible et la proportion importante de gènes 
présentant un GRAVY négatif (77 %) révèlent le caractère hydrophile de la majorité des 
protéines chez L. lactis. Des valeurs de 0 à 0,26 sont observées pour l’indice d’aromaticité. La 
valeur moyenne de 0,09 souligne la faible utilisation des acides aminés aromatiques dans les 
protéines de L. lactis, en effet seulement 5 % des séquences présentent un indice supérieur à 
0,15. 
 
II.2.3 Analyses en composantes principales 
 
Les différents indices présentés ci-dessus décrivent les biais de codons et d’acides 
aminés, cependant ils se focalisent sur des propriétés particulières (usage des codons 
synonymes par rapport à un lot de référence, composition en acides aminés hydrophobes ou 
aromatiques). L’utilisation de ces indices peut ainsi conduire à une perte d’information.  
La meilleure description du biais de codons d’un gène serait de fournir ses coordonnées 
dans un espace à 59 dimensions représentant les 59 codons susceptibles de présenter un biais 
(les codons des terminateurs, de la méthionine et du tryptophane étant exclus). De même, le 
biais d’acides aminés d’un gène pourrait être décrit en fournissant la position de ce gène dans 
un espace à 20 dimensions représentant les 20 acides aminés. Cependant, la comparaison 
entre gènes devient délicate si on doit observer 59 ou 20 valeurs pour chacun d’entre eux. 
Ainsi, afin de réduire la quantité de données nécessaires pour décrire fidèlement le biais de 
codons ou d’acides aminés, sans intervention subjective, une approche d’analyse en 
composantes principales (ACP) a été adoptée. 
Cette analyse statistique multi-variable permet d’identifier les tendances principales de 
variations des données dans un espace multi-dimensionnel. Cette analyse définit de nouveaux 
axes, c’est-à-dire qu’elle opère un changement de référentiel. Dans ce nouveau référentiel, la 
position des points sera décrite avec un nombre réduit de coordonnées. Comme illustré sur la 
figure VII.2, l’ACP sur les données exprimées avec les coordonnées (X,Y) permet ainsi 
d’identifier 2 nouveaux axes (axes 1 et 2) et l’axe 1 représente la tendance principale. Les 
coordonnées sur l’axe 1 décrivent ainsi fidèlement la position des points dans l’espace, avec 
une perte d’information minime. L’ACP réduit donc, dans cet exemple, le nombre de données 
nécessaires pour décrire la position d’un point, de 2 à 1. 
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X
Y Axe 1Axe 2
Figure VII.2 : Représentation simplifiée du changement de référentiel et de la réduction de 
dimension par l’analyse en composantes principales : les axes X et Y sont transformés en axes 
1 et 2 et l’axe 1 permet de décrire les données avec une seule coordonnée. 
 
L’analyse en composantes principales sur les données d’usage des codons de chacun 
des gènes de L. lactis permet ainsi de réduire un espace à 59 dimensions à un nombre d’axes 
plus restreint mais reflétant toujours la variabilité d’usage des codons entre les gènes, c’est-à-
dire le biais. Cette analyse a été menée sur l’usage absolu des codons (N) de l’ensemble des 
séquences de L. lactis (2130 gènes avec 59 coordonnées chacun) dans le programme 
CodonW. Les 2 premiers axes générés ont été retenus : le 1er décrit 12,5 % de la variabilité 
d’usage des codons entre les gènes et le 2ème 7,5 %. Ces % représentent le % d’informations 
décrit en donnant les coordonnées sur l’axe considéré. Une ACP a également été menée sur 
les valeurs d’usage d’acides aminés de l’ensemble des séquences de L. lactis (2130 gènes 
avec 20 coordonnées). Les 2 premiers axes générés décrivent respectivement 17,6 et 13,5 % 
de la variabilité d’usage des acides aminés entre les gènes. Dans ces 2 nouveaux référentiels, 
la position des gènes sur les axes 1 et 2 permet donc de décrire plus simplement le biais de 
codons ou d’acides aminés de chacun des gènes. 
 
La position des codons ou des acides aminés peut également être déterminée dans ces 
nouveaux référentiels. La position des codons sur les axes générés par l’ACP sur l’usage des 
codons (axes 1C et 2C) est représentée sur la figure VII.3 A et la position des acides aminés 
sur les axes générés par l’ACP sur l’usage des acides aminés (axes 1aa et 2aa) est représentée 
sur la figure VII.3 B. La position des codons sur les axes 1C et 2C est très diffuse, les 2 axes 
ne discriminent donc pas de façon évidente les différents codons. En revanche, la position des 
acides aminés sur les axes 1aa et 2aa est plus sectorisée. Ainsi, la majorité des acides aminés 
hydrophiles sont regroupés dans l’extrémité gauche de l’axe 1aa alors que les acides aminés 
hydrophobes sont majoritairement présents à l’extrémité droite. Il semble ainsi que l’axe 1aa, 
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représentant la tendance principale dans le biais d’usage d’acides aminés, soit relié à 
l’hydrophobicité. De façon similaire, l’axe 2aa semble lié à l’aromaticité puisque les 3 acides 
Figure VII.3 : Analyses en composantes principales sur les 
aminés aromatiques présentent des valeurs hautes sur cet axe. 
valeurs d’usage de codons et 
Les coordonnées de chaque gène de L. lactis sur les axes 1C, 2C, 1aa et 2aa ont été 
déterm
I.3 Analyse comparative des biais de bases, de codons et d’acides 
Pour évaluer l’influence des biais de bases, de codons et d’acides aminés sur 
l’expr
d’acides aminés chez L. lactis IL1403. A : représentation des codons sur les axes générés par 
l’ACP des valeurs d’usage de codons, la position 1 des codons est représentée par la couleur 
intérieure (* A, * C, * G, * T), la position 2 est représentée par la couleur des traits (* A, * C, 
* G, * T) et la position 3 par la forme des symboles (∆ A, ○ C, □ G, ◊ T). B : représentation 
des acides aminés sur les axes générés par l’ACP des valeurs d’usage d’acides aminés, ● 
acides aminés hydrophiles,● acides aminés hydrophobes,     acides aminés hydrophobes et 
aromatiques, ● cystéine. 
 
Axe 1aa
-0,4 -0,3 -0,2 -0,1 0,0 0,1 0,2 0,3
Axe 2aa
-0,3
-0,2
-0,1
0,0
0,1
0,2
0,3
0,4
0,5
Axe 1C
-1,0 -0,8 -0,6 -0,4 -0,2 0,0 0,2 0,4 0,6 0,8
Axe 2C
-0,5
-0,4
-0,3
-0,2
-0,1
0,0
0,1
0,2
0,3
A B
inées (CodonW). Ces valeurs permettent de décrire objectivement les 2 tendances 
principales des biais de codons et d’acides aminés dans ce micro-organisme. Remarquons 
que, sans analyse ultérieure, la signification biologique des coordonnées n’est pas connue. 
 
I
aminés 
 
ession des gènes, il est apparu nécessaire de caractériser au préalable l’interdépendance 
de ces différents facteurs. Cette étude vise de plus à identifier de quels paramètres dépendent 
les coordonnées sur les axes d’ACP, dont on sait simplement qu’ils reflètent les tendances 
principales et secondaires des biais. Pour cela, les valeurs obtenues pour chacun des 2130 
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gènes et chacun des paramètres suivants ont été confrontées : composition en bases 
nucléotidiques (% de A, C, G, et T dans chacune des positions du codon), CAI, Nc, 
hydrophobicité, aromaticité, composition en chaque acide aminé et positions sur les axes 1C, 
2C, 1aa et 2aa. Des corrélations ont été systématiquement recherchées sur l’ensemble des 
gènes entre les différents indicateurs cités ci-dessus. Les corrélations significatives (p-value < 
10-20) identifiées par le calcul de coefficients de Pearson sont présentées dans le tableau VII.7. 
Toutes ces corrélations ont été confirmées par le calcul des coefficients de Spearmann. 
 
Les valeurs de CAI et de position sur l’axe 1C sont très fortement reliées (r = 0,93). Le 
CAI d
1C. Cependant, 
l’inte
écrit donc fidèlement le biais de codons sans perte d’information notable. Les valeurs 
de CAI et de l’axe 1C sont positivement liées aux valeurs de % GC, cependant la corrélation 
majeure pour ces 2 paramètres est celle avec le % GC1 (r = 0,61 et 0,73). Cette relation forte 
est le fruit de corrélations positive avec le % G1 et négatives avec les % T1 et A1. A 
l’inverse, les valeurs de CAI et de l’axe 1C ne sont pas reliées au % GC3 suite à une 
corrélation positive avec le % C3 et négative avec le % G3. Le CAI et l’axe 1C apparaissent 
peu dépendants du biais d’usage d’acides aminés. En effet, on n’observe pas de corrélation 
avec la position sur l’axe 1aa ni avec l’indice d’hydrophobicité. Les corrélations modérées 
observées avec la leucine (négative) et l’alanine (positive) sont justifiées par la composition 
de leurs codons qui contiennent un T en position 1 pour le duet de la leucine (qui représente la 
majorité des codons synonymes utilisés) et un G en position 1 pour l’alanine. 
Les valeurs de Nc corrèlent négativement avec les valeurs de l’axe 
nsité de la corrélation apparaît plus faible que ce qui a été observé avec le CAI (r = -
0,53). Il semble donc que le nombre effectif de codons soit un indicateur moins pertinent du 
biais de codons que le CAI. Ce constat a déjà été fait lors d’études chez S. cerevisiae 
(Coghlan et Wolfe, 2000) et E. coli (Goetz et Fuglsang, 2005). Le lien avec les valeurs de % 
G1 et T1 est toujours observé. Par ailleurs, les valeurs de Nc corrèlent positivement avec le % 
G3 et négativement avec le % T3, ce qui conduit à une relation positive avec le % GC3. 
Comme pour le CAI et l’axe 1C, les Nc ne sont pas reliés aux valeurs de l’axe 1aa ni à 
l’indice d’hydrophobicité. 
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ableau VII.7 : Coefficients de corrélation de Pearson* entre les compositions en bases T
nucléotidiques, en acides aminés et les biais d’usage de codons et d’acides aminés. 
 Nc CAI Axe 1C Axe 2C Axe 1aa Axe 2aa Hydrophobicité Aromaticité
1 0,21 -0,45 -0,54 0,37 0,41 0,72 0,44 T 0,80
T2 
tal -0,32
0,  0,
tal 0,  
-0,87 -0,89 -0 8 
-0,40 -0,36 -0,35
tal 
-0 1 0,  0, -0,70
tal 0, -0,44 -0,35
-0,32 -0,58 -0,55
0,42 0,43
tal 0,  0,41
-0 3 0,72 0,65
0,87 0,87 0, 2 
0,  
tal 0,38 0,46
   0,63 0,64 0,63 0,89 0,41
T3 -0,21    
T to   0,60 0,64 0,64 0,77 0,64
C1     
C2   0,44 0,44 0,42 -0,65  -0,32
C3  33 42  
C to  42 0,59 -0,36  
A1  -0,39 -0,47  
A2    ,8
A3    
A to    -0,62 -0,69 -0,71 
G1 ,3 56 66  
G2     
G3 0,37 -0,58 -0,48  
G to   35  
S1 -0,29 0,61 0,73  
S2   0,44 -0,54  
S3 0,38    
S to  42 0,67 -0,57  
Y1   ,3  
Y2    9
Y3  38 0,41 0,33
0,72
0,34
0,74
 
Y to    0,76 
Nc  -0,62 -0,53  
CAI -0 2  0,
 1C -0 3 -0,57 -0,42
C 0,99 0, 5 
0,99
0,  -0 5 -0 7 0,70
,6 93 -0,45  
Axe ,5 0,93   
Axe 2    8
Axe 1aa    0, 6 
0,36 
8
Axe 2aa 22 ,4 ,5
Hydrophobicité  0,86 0,36  0,85  
Aromaticité 
Phe 
0,21  -0,42 0,70  
   0,39 0,42 0,65 0,50 0,80
Tyr   -0,32  0,59
-0
Trp    0,38  0,57
Ala ,24 0,40 0,52 -0,52  -0,33
Ile    0,45 0,44 0, 2 
0,35 0,35
0,46 6
Leu  -0,37 -0,36 0,62 0, 7 5
Met     
Val   0,41 -0,37 0,34 
Pro     
Gly    0,40 0,41 -0,39  
Asp    -0,54 -0,55 -0,33 -0 5 
-0 1 
,5
Glu    -0,79 -0,81 ,6
Arg    -0,47 -0,45 -0,36 
Asn     
Gln    -0,34 
His     
Lys    -0,54 -057 -0,55 
Ser    0,37 0,34  
Thr    -0,49  
Cys     
* efficients associés à une 10-20 ou < 10-150 pour le urs en gra ; A, C, G, T : bases 
n tidiques ; 1, 2, : positio  dans le codon ; S = GC  = CT ; Nc : nombre ef  de codons ; CAI : 
 
 : co  p-value < s vale s 
ucléo 3 ns  ; Y
Codon Adaptation Index ; axe 1C et 2C = axes générés par l’ACP sur les valeurs d’usage de codons ; axe 1aa et 
2aa = axes générés par l’ACP sur les valeurs d’usage des acides aminés. 
fectif
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Les valeurs d’axe 1aa, décrivant la tendance principale du biais d’usage des acides 
aminés, sont très fortement corrélées aux valeurs de l’axe 2C décrivant la tendance secondaire 
du bi
lien positif avec le % T2 (r = 0,89) et négatif avec le % A2 (r = -0,88). 
Ceci 
re du biais d’usage des acides 
minés, sont reliées à l’indice d’aromaticité (r = 0,70). De façon logique, l’indice 
d’aro
ais d’usage de codons. Ces 2 axes apparaissent identiques car une valeur de coefficient 
de corrélation de Pearson de 0,99 est observée. Les valeurs de ces axes sont fortement reliées 
au % CT2 (Y2, r = 0,87). Cette corrélation résulte d’une relation positive avec le % T2 (r = 
0,64 et 0,60) et négative avec le % A2 (r = -0,89 et -0,87). Parallèlement, les axes 1aa et 2C 
corrèlent fortement avec l’indice d’hydrophobicité (r = 0,86 et 0,87). La dépendance de l’axe 
1aa avec le degré d’hydrophobicité a déjà pu être visualisée sur la figure VII.3 B : en majorité, 
les acides aminés hydrophobes présentent des coordonnées positives alors qu’elles sont 
négatives pour les acides aminés hydrophiles. Des corrélations modérées et négatives sont 
observées entre les axes 1aa ou 2C et la lysine, l’aspartate et le glutamate, qui sont des acides 
aminés hydrophiles. 
De façon similaire, les valeurs d’hydrophobicité sont extrêmement corrélées au % CT2 
(r = 0,92) suite à un 
apparaît cohérent avec la composition des codons qui contiennent majoritairement un T 
en position 2 pour les acides aminés hydrophobes (Ile, Leu, Met, Phe et Val) et un A en 
position 2 pour les acides aminés hydrophiles (Asp, Glu, Asn, Gln, His et Lys). 
L’hydrophobicité est également fortement corrélée à la composition en leucine et isoleucine, 
qui sont des acides aminés hydrophobes, et inversement corrélée à la composition en lysine, 
aspartate et glutamate, qui sont des acides aminés hydrophiles. 
 
Les valeurs de l’axe 2aa, décrivant la tendance secondai
a
maticité est fortement corrélé au % T1 (qui constitue la première base des codons des 
acides aminés aromatiques, r = 0,80) ainsi qu’à la composition en phénylalanine, tyrosine et 
tryptophane (r = 0,80, 0,59 et 0,57). Les valeurs de l’axe 2aa présentent des corrélations 
similaires avec le % T1 (r = 0,72) et la composition en phénylalanine (r = 0,65). En revanche, 
la corrélation avec la composition en tryptophane apparaît plus faible (r = 0,38) et celle avec 
la tyrosine n’est pas retrouvée. Cependant, l’axe 2aa apparaît également inversement relié à 
l’axe 1C (r = -0,57) ainsi qu’aux valeurs de CAI (r = -0,45). Ainsi, de façon similaire à ce qui 
a été observé pour ces 2 derniers paramètres, les valeurs de l’axe 2aa sont corrélées au % G1 
ainsi qu’à la composition en leucine et alanine. 
 
 222
VII. Etude statistique et bioinformatique de l’expression des gènes chez L. lactis IL1403 
On constate ainsi qu’il existe une forte interdépendance entre les usages de bases, de 
codon
I.4 Lien entre les biais et la fonction des gènes 
De façon à déterminer si les différents paramètres étudiés ci-dessus ont un lien avec la 
foncti
s présentent des comportements atypiques et sont 
signif
a machinerie de traduction présente des 
valeu
utre part, les gènes codant pour des transporteurs présentent des valeurs de % CT2, 
de % CT, de positions sur les axes 1aa et 2C et d’indice d’hydrophobicité significativement 
s et d’acides aminés. Globalement, tous les descripteurs des biais de codons ou d’acides 
aminés sont liés à la composition en bases. La tendance principale du biais de codons (axe 
1C) est bien décrite par le CAI et semble modérément liée à la tendance secondaire du biais 
d’acides aminés (axe 2aa), elle-même liée à l’aromaticité. Le biais de codons est 
essentiellement relié au % G1 et GC1. La tendance principale du biais d’acides aminés (axe 
1aa) est essentiellement liée à l’hydrophobicité et à la tendance secondaire du biais de codons 
(axe 2C). Ces paramètres dépendent fortement du % CT2. 
 
I
 
on des gènes, une analyse de variance (ANOVA) des valeurs moyennes dans chaque 
catégorie fonctionnelle a été réalisée pour les facteurs suivants : composition en bases (% A, 
C, G, T dans les 3 positions du codon), biais d’usage de codons (CAI, Nc, axes 1C et 2C) et 
d’acides aminés (hydrophobicité, aromaticité, axes 1aa et 2aa). Pour tous les paramètres 
étudiés, on observe une différence significative entre les différentes catégories fonctionnelles 
(p-value < 10-4). Ceci révèle que les biais d’usage de bases, de codons et d’acides aminés 
suivent une logique fonctionnelle. 
3 catégories fonctionnelle
icativement discriminées par plusieurs facteurs. 
La catégorie regroupant les gènes codant pour l
rs de % C total, de % C3, de CAI et de coordonnées sur l’axe 1C significativement plus 
élevées que celles des autres catégories fonctionnelles. A l’inverse, les valeurs de Nc 
apparaissent significativement plus faibles. Ceci révèle que les gènes de traduction présentent 
un biais de codons nettement plus marqué que les gènes impliqués dans d’autres activités 
métaboliques. La dépendance des gènes de traduction envers les valeurs de CAI peut être liée 
à l’utilisation de ces gènes comme référence pour déterminer cet indice. Cependant, 
l’isolement des gènes de traduction sur l’axe 1C, dont la construction est indépendante des 
catégories fonctionnelles, confirme que ceux-ci possèdent effectivement un biais de codons 
distinct. 
D’a
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plus é
sases, présentent des valeurs de % T3 plus faibles que les 
gènes
entent un biais 
e codons faible, ce qui pourrait suggérer qu’il s’agisse de gènes acquis récemment par L. 
lactis
 gènes et les biais 
dons et d’acides 
minés, nous avons souhaité observer leur influence sur l’expression des gènes de L. lactis. 
Des corrélations ont été recherchées entre les concentrations expérimentales des messagers 
levées que les gènes des autres catégories fonctionnelles alors que les valeurs de % A2 
sont plus faibles. Le lien fort entre cette catégorie fonctionnelle et le degré d’hydrophobicité 
est cohérent avec la richesse en acides aminés hydrophobes des protéines de transport qui sont 
membranaires. Dans le cas des gènes de transport, la composition en acides aminés impose 
une contrainte forte sur l’usage des bases et des codons, contrairement à ce qui est observé sur 
l’ensemble du génome. En effet, les relations positive avec le % CT2 et négative avec le % 
A2 sont imposées par la composition des codons des acides aminés hydrophobes (riches en 
T2) et hydrophiles (riches en A2). 
Enfin, les gènes de la catégorie "autres", essentiellement des gènes codant pour des 
fonctions phagiques et des transpo
 d’autres catégories et des valeurs de % A1 plus élevées. Les valeurs de CAI de ces 
gènes sont, elles, significativement plus basses, révélant un biais de codons faible. La faible 
utilisation de T en position 3 du codon n’est pas liée au biais de codons car une dépendance 
envers le % T3 n’a pas été observée pour le CAI et l’axe 1C. Ceci souligne donc un biais 
d’utilisation des bases spécifique des gènes de la catégorie "autres". Les gènes codant pour 
des fonctions phagiques et des transposases n’étant pas propres à L. lactis, il apparaît cohérent 
qu’ils présentent une composition en bases et un usage de codons spécifiques. 
 
Par ailleurs, le cas des gènes inconnus apparaît surprenant. Ceux-ci prés
d
 donc encore imparfaitement adaptés à l’usage de bases et de codons de l’organisme 
hôte. Cependant, ces gènes sont, pour 44 % d’entre eux, spécifiques de L. lactis, car ils ne 
présentent aucune homologie avec des gènes d’autres micro-organismes (Bolotin et al., 2001). 
Ceci écarte donc l’hypothèse d’une acquisition récente de ces gènes. De façon alternative, on 
peut proposer qu’il s’agisse de gènes ancestraux peu nécessaires au fonctionnement de la 
cellule, ce qui aurait restreint l’adaptation de leur usage de codons au cours de l’évolution, 
contrairement aux gènes essentiels du génome. 
 
III. Lien entre l’expression des
 
Après avoir étudié l’interdépendance des biais d’usage de bases, de co
a
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lors 
vées sont similaires. 
es concentrations de messagers apparaissent en premier lieu reliées au biais de codons 
exprim
s indicateurs moins fidèles des 
nivea
ité et d’aromaticité. On constate cependant une légère dépendance 
négat
des cultures sur milieu MCD ou ILV10 et les différents paramètres analysés 
précédemment. Les coefficients de Pearson associés à des p-values < 10-10 reflétant des 
corrélations significatives sont présentés dans le tableau VII.8. Les différentes corrélations 
identifiées ont été confirmées par le calcul des coefficients de Spearman. 
 
Lors des phases exponentielles de croissance, comme les 2 séries de données de 
concentrations des ARNm sont très proches (§ I), les corrélations obser
L
é par les valeurs de CAI ou de l’axe 1C (r de 0,37 à 0,40). Par conséquent, la 
dépendance du biais de codons envers l’usage des bases est également observée pour les 
concentrations des ARNm. Une corrélation forte existe entre les niveaux d’expression et le % 
GC dans les séquences (r = 0,28). Cependant, cette relation n’est pas observée pour toutes les 
positions du codon. L’expression est reliée au % GC1 (r = 0,26 et 0,25) suite à une corrélation 
directe avec le % G1 (r = 0,22 et 0,18) et moindre avec le % C1, ainsi qu’une corrélation 
inverse avec % T1 (r = -0,18 et -0,21) et mineure avec le % A1. Le % GC2 est également lié 
aux niveaux d’expression (r = 0,20 et 0,19), essentiellement suite à la corrélation avec le % 
C2. En revanche, les concentrations ne sont pas reliées au % GC3 suite à une corrélation 
négative avec % G3 (r = -0,17 et -0,22) et positive avec % C3 (r = 0,21 et 0,26). Par 
conséquent, les niveaux d’expression sont corrélés au % CT3. 
Les corrélations des concentrations d’ARNm avec les valeurs de Nc ou de l’axe 2aa, 
bien que décrivant également le biais de codons, apparaissent moins marquées que celles avec 
les valeurs de CAI ou de l’axe 1C. Ces paramètres sont donc de
ux d’expression. 
Par ailleurs, les concentrations de messagers n’apparaissent pas liées au biais d’acides 
aminés puisque l’on n’observe pas de corrélation avec les valeurs d’axe 1aa, ni avec les 
indices d’hydrophobic
ive de l’expression des gènes envers la composition en leucine (r = -0,18 et -0,19) et 
positive envers la composition en alanine (r = 0,17). 
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Tableau VII.8 : Coefficients de corrélation de Pearson* entre les concentrations d’ARNm 
éterminées expérimentalement lors de cultures de L. lactis IL1403 sur milieu MCD ou 
V10 et la composition en bases nucléotidiques, en acides aminés et les biais d’usage de 
odons et d’acides aminés. 
d
IL
c
 Adaptation à la carence glucose (MCD) Adaptation à la carence isoleucine (ILV10)
 Expo Ralt 1,25 h 3,5 h Expo 30’ 1,7 h 3,5 h 
T1 -0,18 -0,21
T2     
T3     
T total    -0,18  
C1    0,16  
C2 0,21   0,20 0,17 0,17 0,16
C3 0,21   0,26 0,16 0,16 
C total 0,28 0,19  0,33 0,23 0,23 0,22
A1 -0,19    
A2     
A3     
A total     
G1 0,22 0,17  0,18  
G2     
G3 -0,17   -0,22 -0,15  
G total     
S1 0,26 0,18 0 ,25 0,18  
S2 0,20 0  ,19 0,15  
S3     
S total 0,28 0,21  0,28 0,20 0,17 0,17
Y1     
Y2     
Y3 0,17   0,18  
Y total     
Nc -0,19   -0,23  
CAI 0,37 0,23  0,39 0,24 0,21 0,20
Axe 1C 0,38 0,24  0,40 0,25 0,23 0,22
Axe 2C     
Axe 1aa     
Axe 2aa -0,24 -0,18  -0,24 -0,18 -0,18 -0,17
Hydrophobicité     
Aromaticité     
Phe     
Tyr     
Trp     
Ala 0,17    
Ile     
Leu -0,18 -0  ,19  
Met     
Val     
Gly     
Asp     
Glu     
Arg     
Asn     
Gln     
His     
Lys     
Ser     
Thr     
Cys     
Pro     
* efficients associés à une p-value < 10-10 ou < 10-30 pour les valeurs en gras ; A, C, G, T : bases 
n tidiques ; 1, 2, 3 sitions ans le codon ; S = GC ; Y = CT ; Nc : nombre effectif  codons ; CAI : 
C n Adaptation Inde  ; axe 1C e  = axes générés par l’ACP sur les valeurs d’usage de c ons ; axe 1aa et 
2aa = axes générés par l’ACP sur les valeurs d’usage des acides aminés. 
 
 : co
ucléo  : po  d de
odo x t 2C od
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Lorsque les conditions de croissance sont altérées, le lien entre l’expression des gènes et 
les biais est modifié (tableau VII.8). Toutes les corrélations ne sont pas conservées, et celles 
qui le
, 
surtou
le a permis d’évaluer l’existence de déterminants intrinsèques de 
expression des gènes. Une grande partie de ce travail est basée sur l’observation de leurs 
nivea
e l’expression des gènes varie fortement en fonction des 
atégories fonctionnelles. Il semble ainsi que les gènes codant pour des activités 
physi
 sont apparaissent beaucoup moins fortes. Lors du ralentissement de croissance sur 
milieu MCD, un nombre restreint de corrélation est retrouvé. L’expression semble toujours 
liée positivement au biais de codons (CAI et axe 1C), au % G1, GC1, C et GC, et 
négativement à l’axe 2aa. Lors de la carence en glucose, l’expression apparaît totalement 
indépendante des caractéristiques intrinsèques des gènes (composition en bases, usages des 
codons et des acides aminés). Similairement, lors de l’adaptation à la carence en isoleucine, 
l’expression est toujours reliée à ces paramètres mais de façon plus faible qu’en phase 
exponentielle. Les corrélations avec le % C2, C, GC, le CAI, l’axe 1C et l’axe 2aa sont ainsi 
maintenues jusqu’à 3,5 h de carence avec des coefficients de Pearson variant de 0,15 à 0,25. 
Ceci souligne que, en conditions non optimales de croissance, les facteurs gouvernant 
l’expression des gènes diffèrent sensiblement de ceux observés en phase exponentielle
t lorsque les conditions sont drastiques, comme lors de la carence en carbone. 
L’influence des paramètres intrinsèques des gènes sur leur expression apparaît ainsi moins 
importante que lors des phases exponentielles. 
 
IV. Discussion 
 
Cette étude globa
l’
ux d’expression. Ceux-ci ont été déterminés par la mesure des concentrations des 
ARNm après hybridation sur membranes de nylon d’ADNc marqués radioactivement. On 
pourrait donc supposer que les intensités des signaux obtenus soient liées à des différences de 
marquage, les ADNc les plus longs pouvant incorporer plus de [33P]-dCTP, et non pas à la 
quantité du messager correspondant. Toutefois, l’absence de corrélation entre la longueur des 
messagers et les concentrations déterminées écarte une possible influence de la longueur des 
gènes sur les signaux obtenus. 
 
Nous avons constaté qu
c
ologiques primordiales dans la cellule (traduction, transcription, biosynthèse de 
nucléotides et de l’enveloppe cellulaire) soient plus exprimés que les gènes codant pour des 
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activités plus accessoires (fonctions phagiques, biosynthèse des acides aminés et des 
cofacteurs). Cette ségrégation dans les niveaux d’expression apparaît assez logique pour 
optimiser le fonctionnement de la cellule. Elle a souvent été suggérée (Sharp et Li, 1987; 
Karlin et al., 2004) mais nous la démontrons avec des données expérimentales pour la 
première fois. 
 
L’expression des gènes est souvent prédite grâce à la détermination du CAI, ou d’autres 
dices décrivant le biais de codons, en se basant sur le postulat que les gènes présentant un 
fort b
térature pour divers micro-
rganismes. Cependant, sa dépendance vis-à-vis de la composition en bases des gènes ou en 
acide
in
iais de codons sont fortement exprimés (Sharp et Li, 1987; Pan et al., 1998; Karlin et al., 
2001). Ce travail a permis d’évaluer cette hypothèse et d’identifier les paramètres contrôlant 
effectivement l’expression des gènes. L’étude menée révèle que l’expression des gènes en 
conditions optimales de croissance est fortement reliée au biais de codons, estimé par les 
valeurs de CAI ou les coordonnées sur l’axe 1C. Les gènes fortement exprimés 
expérimentalement présentent ainsi un biais de codons plus marqué que l’ensemble des gènes 
du génome, conformément à ce qui est proposé dans la littérature. Cependant, le biais de 
codons n’est pas indépendant de l’usage des bases et des acides aminés. Ainsi, pour 
comprendre la signification biologique de la dépendance entre expression et biais de codons, 
il apparaît nécessaire d’analyser l’interdépendance de l’usage des bases, des codons et des 
acides aminés permettant de comprendre ce qui contraint les biais. 
 
Le biais d’usage de codons a été largement exploré dans la lit
o
s aminés des protéines est rarement évaluée de façon complète. Notre analyse révèle que 
la tendance principale du biais de codons chez L. lactis n’apparaît pas directement liée à des 
contraintes de composition en bases. En effet, si les contraintes nucléotidiques étaient 
prépondérantes dans le choix des codons, une utilisation diminuée de G ou C en position 3 
(muette par rapport à la composition en acides aminés) des codons préférentiels devrait être 
observée en accord avec le % GC faible chez L. lactis. Or nous avons constaté que, bien que 
l’utilisation de GC en position 3 du codon soit minoritaire sur l’ensemble du génome (26 %, 
tableau VII.3), le biais de codons n’est pas négativement relié au % GC3 car il est orienté vers 
une utilisation accrue de C3 dans les codons préférentiels. Ainsi, les codons des gènes 
présentant un biais marqué terminent préférentiellement par une pyrimidine (C ou T), comme 
le révèle la corrélation avec le % CT3. Le biais vers une utilisation de codons finissant par des 
pyrimidines a déjà été décrit chez E. coli (Gutierrez et al., 1996) et Clostridium perfringens 
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(Musto et al., 2003). Il a été proposé que les codons RNY seraient plus avantageux pour la 
traduction, en facilitant le maintien du cadre de lecture ou car ils s’apparient aux anticodons 
les plus abondants (Jukes, 1996; Lehmann, 2002; Gupta et al., 2004). 
Parallèlement, le biais de codons est corrélé au % GC1, l’usage des codons est ainsi 
biaisé vers une utilisation accrue de codons présentant un G en position 1 et une utilisation 
réduit
ydrophobicité. Le 
choix
e de codons débutant par A ou T. La prédominance de l’utilisation de G en position 1 
est marquée puisqu’elle se répercute dans la composition en bases de l’ensemble des 
séquences (tableau VII.3). Une telle préférence pour G en position 1 du codon a été décrite 
pour les gènes présentant un fort biais de codons chez E. coli, Haemophilus influenzae et 
Mycobacterium tuberculosis (Gutierrez et al., 1996; Pan et al., 1998). Le biais exercé sur G1 
semble donc être une caractéristique commune à diverses espèces bactériennes, 
indépendamment de leur % GC. Cette préférence n’est pas guidée par des contraintes 
nucléotidiques car elle est opposée, chez L. lactis, au biais de bases du génome. Elle est donc 
probablement le fruit d’une sélection naturelle visant à optimiser la traduction. En effet, 
certains modèles proposent que la répétition du codon GNN sur les séquences permettrait de 
maintenir le cadre de lecture durant la transcription et la traduction, offrant ainsi une fidélité 
accrue de ces processus (Wong et Cedergren, 1986; Gutierrez et al., 1996). 
L’usage des codons, décrit par l’axe 1C, n’est pas relié aux valeurs décrivant la 
tendance principale d’usage des acides aminés (axe 1aa), ni à l’indice d’h
 des codons ne semble donc pas imposé directement par des contraintes de composition 
en acides aminés. Cependant, la préférence pour un G en position 1 des codons préférentiels 
peut affecter la composition en acides aminés des gènes présentant un biais fort. Ainsi, le 
biais de codons est corrélé positivement à la composition en alanine (codons GCN) et 
négativement à la composition en leucine (codons CUN et UUR). On peut ainsi proposer que, 
dans les gènes avec un fort biais de codons, l’alanine est préférentiellement utilisée au 
détriment de la leucine. En plus de la présence de G1, l’utilisation de l’alanine plutôt que la 
leucine pourrait également faciliter la traduction. En effet, comme L. lactis IL1403 est 
prototrophe pour l’alanine et auxotrophe pour la leucine, la disponibilité de l’alanine sera plus 
élevée dans des conditions où les acides aminés ne sont pas fournis dans le milieu car elle 
peut être produite. Le lien entre le biais de codons et l’usage d’acides aminés est confirmé par 
la corrélation observée entre les valeurs des axes 1C et 2aa qui révèle que la tendance 
secondaire dans le biais d’usage des acides aminés est liée au biais de codons. 
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En résumé, il semblerait que le biais d’usage des codons soit plutôt dirigé par des 
contraintes traductionnelles qui, de façon remarquable, peuvent se répercuter sur la 
composition en acides aminés. 
Nous venons de souligner que l’usage des acides aminés semble contraint par le biais de 
codons. Cependant, cette tendance n’est pas majoritaire dans le biais d’usage des acides 
aminés qui apparaît en premier lieu relié au degré d’hydrophobicité. Cette étude a permis de 
mettre en évidence les acides aminés majoritaires dans le contrôle de l’hydrophobicité d’une 
protéine. Il apparaît ainsi que cet indice est lié à une utilisation accrue d’isoleucine et de 
leucine et à un défaut d’aspartate, de glutamate et de lysine. 
 
Comme l’expression en conditions optimales de croissance est liée au biais de codons, 
la dépendance des niveaux d’expression envers la composition en bases ou en acides aminés 
apparaît similaire à celle observée pour le biais de codons. L’analyse des contraintes dirigeant 
le biais de codons suggère un rôle important des contraintes traductionnelles sur l’usage de 
codons des gènes présentant un fort biais. Le lien entre le biais de codons et les niveaux 
d’expression semble donc indiquer que les gènes fortement exprimés présenteraient des 
séquences optimisées pour une traduction efficace. Ceci impliquerait que les messagers les 
plus abondants sont également les plus efficacement traduits, suggérant une relation 
proportionnelle entre les niveaux d’expression des gènes et des protéines. Il semblerait ainsi 
que les séquences des gènes définissent intrinsèquement leur expression en messagers puis en 
aval en protéines, indépendamment de régulations extérieures. De plus, les différences 
d’expression des gènes dans les différentes catégories fonctionnelles semblent également 
déterminées par les biais d’usage des bases, codons et acides aminés puisque des différences 
significatives de ces paramètres ont été observées entre catégories. 
Cependant, le lien potentiel entre niveaux d’ARNm et de protéines identifié à l’échelle 
génomique doit masquer des dissimilitudes. En effet, il a par exemple été reporté des 
efficacités de traduction variables pour des niveaux de messagers constants pour les gènes de 
la glycolyse chez L. lactis (Even et al., 2001). De plus, la comparaison des gènes hautement 
exprimés expérimentalement lors des phases exponentielles avec ceux prédits dans cette étude 
par le calcul de CAI ou par Karlin et al. (2004) suite au calcul d’un indice similaire (E(g)) 
révèle que le lien entre expression et biais de codons n’est pas confirmé pour tous les gènes. 
En effet, bien que les 60 gènes hautement exprimés expérimentalement présentent un CAI 
moyen élevé, seuls 17 sont répertoriés parmi les 60 valeurs de CAI les plus fortes. A 
l’inverse, 12 gènes fortement exprimés présentent des valeurs de CAI inférieures à la 
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moyenne du génome. De telles dissimilitudes entre les niveaux d’expression prédits et 
effectifs ont également été observées chez E. coli et S. pneumoniae (dos Reis et al., 2003; 
Martin-Galiano et al., 2004). 2 hypothèses non exclusives peuvent être avancées pour 
expliquer ces dissimilitudes. On peut proposer d’une part que l’expression des gènes ne soit 
pas entièrement dépendante des propriétés intrinsèques du gène (séquence qui définit l’usage 
de codons) et que des régulations transcriptionnelles ou "dégradationnelles" se superposent à 
l’effet du biais de codons pour contrôler plus finement les concentrations de messagers. 
D’autre part, comme le biais de codons doit probablement résulter d’une optimisation des 
séquences au cours de l’évolution du micro-organisme, visant à s’adapter à son 
environnement naturel, certains gènes nécessaires lorsque la bactérie est dans le sol ou à la 
surface de plantes ne sont peut être pas requis lors de la croissance sur un milieu 
chimiquement défini optimal. 
Les gènes codant pour les protéines ribosomales ainsi que les facteurs de traduction 
présentent des niveaux d’expression globalement en accord avec les prédictions. Il en est de 
même pour 3 gènes de la glycolyse (gapB, pyk et pmg) et le gène ptsH. En revanche, la forte 
expression de gènes codant pour les régulateurs (citR, glnR et rliB), des transporteurs (potB et 
D) et des gènes inconnus (ymbC, yshB et yufG) n’est pas cohérente avec les valeurs de CAI 
observées. Les gènes codant pour des régulateurs semblent présenter un comportement 
particulier chez L. lactis. En effet, des niveaux d’expression faibles sont prédits pour ces 
gènes d’après les valeurs de CAI, conformément à ce qui a été suggéré chez E. coli et S. 
pneumoniae (Sharp et Li, 1987; Martin-Galiano et al., 2004). Cependant, les concentrations 
déterminées expérimentalement pour ces gènes n’apparaissent pas significativement faibles et 
certains gènes régulateurs sont même hautement exprimés. Il apparaît donc que L. lactis 
exprime de façon spécifiquement accrue les gènes de régulation. Cette particularité tient peut 
être au fait que L. lactis ne possède pas de facteur σ alternatif, ce qui le contraint à utiliser de 
façon plus intensive des régulateurs spécifiques. D’autre part, une expression élevée n’est pas 
observée pour certains gènes du métabolisme central (enoA, fbaA, ldh, pgiA, pgk et tpiA) 
malgré les valeurs élevées de CAI déterminées pour ces gènes. Le niveau d’expression 
modéré de ces gènes apparaît surprenant car la glycolyse est une voie métabolique essentielle 
chez L. lactis pour fournir l’énergie nécessaire au développement de la cellule. Il est donc 
probable que des régulations importantes surviennent au niveau traductionnel pour conduire à 
une synthèse efficace des enzymes glycolytiques. 
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Alors qu’en phase exponentielle, l’expression des gènes est principalement déterminée 
par des propriétés intrinsèques (séquences guidant l’usage des codons), lors des phases de 
carence, l’expression paraît moins dépendante voire indépendante de ces déterminants. Ainsi, 
conformément à ce que nous avons observé dans le chapitre VI, lorsque les conditions de 
croissance sont altérées, les régulations transcriptionnelles et/ou "dégradationnelles" doivent 
prendre le pas pour assurer la réorganisation de l’expression nécessaire à l’adaptation de la 
cellule. 
 
V. Conclusion 
 
Cette étude a permis de mettre en évidence que, chez L. lactis, l’expression d’un gène 
est déterminée intrinsèquement par son biais de codons lors de conditions optimales de 
croissance. De plus, le biais de codons semble être le facteur responsable de l’expression 
différentielle des gènes selon les fonctions physiologiques pour lesquelles ils codent. 
Toutefois, en conditions de croissance défavorables, les phénomènes de régulation extérieurs 
exercent un contrôle plus important sur l’expression. 
Le constat d’un lien entre expression et biais de codons, associé à l’analyse des facteurs 
contrôlant l’usage des codons, a permis de suggérer l’existence d’un lien fort entre les 
niveaux d’expression des gènes et des protéines. Ce postulat est largement admis dans la 
littérature bien qu’il n’ait jamais été mis formellement en évidence. Cependant, une analyse 
plus fine des gènes fortement exprimés (expérimentalement ou théoriquement) ou des gènes 
codant pour les différentes catégories fonctionnelles souligne que la relation entre 
l’expression et le biais de codons ne s’applique pas à l’ensemble des gènes. Il semble donc 
probable que le lien entre l’expression des gènes et la traduction ne soit pas général. Il serait 
donc particulièrement intéressant d’évaluer l’efficacité de traduction de l’ensemble des gènes. 
Ceci permettrait d’une part de confirmer l’importance des contraintes traductionnelles sur le 
biais de codons et d’autre part d’accéder à une meilleure compréhension de l’expression des 
gènes en autorisant la distinction des contraintes traductionnelles par rapport à d’autres 
facteurs (transcription, stabilité, environnement, etc). 
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L. lactis est fréquemment soumis à des stress physico-chimiques et nutritionnels 
imposés par son environnement naturel (sols, plantes) ou lors des procédés laitiers dans 
lesquels il est largement utilisé. Ce micro-organisme a donc développé des réponses efficaces 
au stress pour assurer sa survie dans des conditions de croissance hostiles. De nombreuses 
études des réponses au stress ont été menées chez L. lactis, cependant la majorité d’entre elles 
porte sur les stress physico-chimiques et aucune ne s’est attachée à caractériser de façon 
exhaustive la réponse de ce micro-organisme à un stress donné. Divers mécanismes de 
réponse ponctuels, tels que l’induction, aux niveaux transcriptionnel ou protéique, de 
chaperonnes, de protéases, de voies métaboliques spécifiques ou de systèmes de réparation, 
ont pu être identifiés. Toutefois, les phénomènes de régulation sous-tendant ces réponses 
n’ont été que partiellement caractérisés et ces données ne permettent pas de comprendre de 
façon complète comment L. lactis s’adapte à son environnement. Ainsi, pour renforcer les 
connaissances sur le comportement de L. lactis en conditions de croissance hostiles, la 
carence en carbone et la carence en acide aminé ont été étudiées. La carence en carbone 
présente un intérêt particulier car elle conduit à un état de multi-résistances aux stress, ce qui 
suggère la mise en place d’un mécanisme général de réponse encore non identifié. La carence 
en acide aminé est, elle, une condition inductrice reconnue de la réponse stringente, 
mécanisme non caractérisé chez L. lactis mais qui apparaît crucial dans les réponses au stress 
dans de nombreux micro-organismes. 
 
Dans ce travail, une approche de type biologie intégrative ("Systems Biology") a été 
adoptée. Lors de cultures en conditions contrôlées (température, pH, composition du milieu) 
permettant de maîtriser la cinétique d’imposition du stress, l’expression des gènes, ou plus 
précisément les niveaux de transcrits, et la stabilité des messagers ont été mesurées par une 
méthode de type macroarray, dans des états physiologiques définis grâce à la mesure 
d’indicateurs métaboliques particuliers (taux de croissance, concentrations de glucose, 
produits de fermentation et acides aminés, activités glycolytiques). La réconciliation des 
différents niveaux d’analyse a permis, d’une part, d’identifier l’ensemble des réponses mises 
en place par L. lactis lors de son adaptation au stress, et d’autre part, de mettre en évidence 
des mécanismes de régulation associés. Cette approche globale et intégrée a donc permis 
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d’élargir les connaissances sur le comportement de L. lactis en réponse au stress selon 2 axes : 
l’échelle génomique et l’échelle mécanistique s’étendant du gène à l’enzyme. 
 
Adaptation de L. lactis aux stress nutritionnels : un 
mécanisme général de réponse ? 
 
La carence en carbone a été imposée de façon progressive et naturelle par 
consommation du glucose par les cellules lors de la croissance sur milieu MCD. De même, la 
carence en acide aminé a été provoquée par consommation de l’isoleucine sur le milieu 
ILV10, dimensionné pour conduire à un épuisement de cet acide aminé avant celui du 
glucose. L’analyse des abondances des messagers à 4 points clés des 2 cultures a montré que 
l’adaptation de L. lactis aux stress nutritionnels passe par des réponses pléiotropiques. En 
effet, plus de 30 % des gènes du génome, impliqués dans l’ensemble des fonctions 
métaboliques de la cellule, présentent des variations d’expression significatives lors des 
carences en glucose ou en isoleucine. La dynamique d’adaptation est rapide, voire précoce 
dans le cas de la carence en carbone. Ceci révèle l’existence de mécanismes senseurs de stress 
très fins. L’évolution cinétique des réponses est quelque peu différente entre les 2 carences. 
Suite à l’épuisement du glucose, la réponse est globalement figée alors que, lors de la carence 
en isoleucine, l’expression varie encore tardivement. Ceci est probablement lié à des états 
physiologiques distincts. Lors de la carence en carbone, la croissance est entièrement stoppée 
et les ressources énergétiques sont rapidement limitées. Inversement, lors de la carence en 
acide aminé, la croissance et le catabolisme sont maintenus, bien que faiblement, ce qui doit 
permettre la poursuite de l’adaptation de la cellule, notamment via le maintien d’une 
transcription active.  
Globalement, pour chacune des 2 conditions étudiées, 3 types de réponse ont été 
observés : 
• Une réponse négative globale affecte l’expression des gènes codant pour les activités 
physiologiques majeures : traduction, transcription, biosynthèse des nucléotides, réplication, 
division cellulaire et biosynthèse de l’enveloppe cellulaire (membrane + paroi). Ceci suggère 
une perte d’activité de ces différents processus. 
• D’autres réponses visent à lutter spécifiquement contre la carence imposée. Lors de la 
carence en carbone, l’induction de la voie arginine déiminase permet de lutter contre la 
déficience énergétique causée par l’épuisement du glucose en formant de l’ATP lors de la 
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conversion de l’arginine en ornithine. On observe également lors de la carence en glucose une 
surexpression de gènes codant pour l’assimilation ou le transport de sources de carbone 
alternatives au glucose, telles que d’autres sucres (ribose, cellobiose, maltose, etc) ou le 
citrate. L’utilisation de ces sources carbonées, confirmée pour le citrate, permettrait de 
générer l’énergie nécessaire à la survie de la cellule. Lors de la carence en isoleucine, la 
surexpression des gènes de biosynthèse des acides aminés branchés et de gènes périphériques 
à cette voie vise à favoriser la production d’isoleucine. De même, l’induction du système 
protéolytique et de protéases peut permettre un réapprovisionnement de la cellule en acides 
aminés exogènes. Soulignons que, lors de la carence en isoleucine, ces réponses spécifiques 
semblent indépendantes de la réponse stringente. Nous avons proposé qu’elles seraient 
directement contrôlées par le pool d’isoleucine. 
• Enfin, d’autres réponses qui ne paraissent pas directement liées à la lutte contre la carence 
sont mises en place. Il s’agit notamment de l’induction de l’expression de gènes de 
compétence ou de gènes codant pour des fonctions phagiques. Le rôle physiologique de ces 
inductions dans l’adaptation aux stress paraît limité mais celles-ci sont probablement régulées 
par un signal présent lors des carences. 
 
Parallèlement, la réponse stringente a été caractérisée pour la première fois chez L. 
lactis en confrontant les données transcriptomiques obtenues dans 2 conditions inductrices : la 
carence en isoleucine et l’ajout de norvaline. Cette réponse se définit par un contrôle négatif 
et un contrôle positif. Le contrôle négatif affecte l’expression des gènes codant pour la 
traduction, la biosynthèse des nucléotides et le métabolisme carboné. Le contrôle positif 
induit l’expression de gènes codant pour les voies de biosynthèse de certains acides aminés, 
des transporteurs inconnus d’acides aminés ou de gènes habituellement impliqués dans les 
réponses aux stress osmotique, oxydatif ou acide. La réponse stringente de L. lactis apparaît 
originale comparée à celle caractérisée dans de nombreuses espèces. Elle présente notamment 
un contrôle négatif plus restreint. Ainsi, le rôle d’ajustement de l’activité des fonctions 
physiologiques essentielles à une vitesse de croissance réduite lors d’un stress, qui est 
considéré comme la fonction principale de la réponse stringente dans d’autres espèces, 
n’apparaît pas majeur chez L. lactis. En revanche, dans ce micro-organisme, le contrôle positif 
est plus étendu, notamment en ce qui concerne les gènes de stress. La réponse stringente de L. 
lactis pourrait ainsi participer à l’acquisition de protections croisées, en accord avec les 
observations de Rallu et al. (2000) qui suggèrent une participation de la réponse stringente 
dans la résistance au stress acide chez L. lactis. Les phénomènes de protections croisées ont 
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été largement observés mais leurs bases moléculaires sont toujours mal comprises. 
L’hypothèse de l’intervention d’un mécanisme stringent mériterait donc d’être approfondie. 
 
La confrontation des données transcriptomiques acquises dans les différentes conditions 
de culture a révélé que la réponse stringente ne semble pas impliquée dans la réponse à la 
carence en carbone chez L. lactis, contrairement à ce qui a été observé chez B. subtilis 
(Bernhardt et al., 2003). Ainsi, les protections croisées aux stress thermique, éthanol, 
osmotique ou acide conférées par la carence en glucose chez L. lactis (Hartke et al., 1994), ne 
doivent pas être acquises via la réponse stringente mais via un autre mécanisme restant à 
identifier. De plus, nos observations remettent en question l’idée de plus en plus émergente 
que la réponse stringente serait impliquée dans toute condition affectant la croissance. Avant 
de rejeter formellement cette proposition chez L. lactis, il conviendrait de confirmer l’absence 
de la réponse stringente lors de la carence en carbone, en mesurant les niveaux de (p)ppGpp 
ou en étudiant la réponse de souches déficientes en ce composé par exemple. Toutefois, 
indépendamment de nos résultats, l’hypothèse du caractère universel de la réponse stringente 
repose sur des bases qui me paraissent fragiles. En effet, la mise en place effective de la 
réponse stringente n’étant pas toujours validée, par la mesure de (p)ppGpp, l’utilisation 
d’inducteurs ou la comparaison de souches sauvages, certaines réponses sont peut-être 
attribuées à tort à un contrôle stringent. 
Par ailleurs, les 2 carences nutritionnelles provoquent une répression marquée et 
étendue de l’expression des gènes codant pour les activités physiologiques essentielles chez L. 
lactis. Le mécanisme responsable de ce contrôle négatif reste inconnu, il semble toutefois 
indépendant de la réponse stringente. Nous avons proposé qu’il pourrait être lié à la réduction 
du taux de croissance et serait destiné à ajuster les activités physiologiques à la vitesse de 
croissance des cellules pour limiter les dépenses énergétiques futiles. A l’inverse, très peu 
d’inductions apparaissent communes aux stress nutritionnels. Seuls les gènes impliqués dans 
le métabolisme du glycérol participent aux 2 réponses, suggérant un rôle crucial de ce 
composé dans l’adaptation aux carences, probablement autre que celui d’approvisionner la 
cellule en carbone, comme cela a d’abord été proposé suite à l’étude de la carence en glucose. 
En entamant ce travail, nous nous interrogions sur l’existence d’un mécanisme général 
de réponse au stress chez L. lactis. Nos résultats apportent un certain éclairage à cette 
question. Il semble que la réponse stringente ne constitue pas un tel mécanisme. En revanche, 
l’existence de réponses communes aux stress nutritionnels a été mise en évidence, un 
mécanisme de répression générale semble ainsi exister bien que les modalités de sa mise en 
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place restent indéterminées. L’identification d’un mécanisme général de stress est cruciale 
pour mieux comprendre les phénomènes de multi-résistances et de protections croisées. Bien 
que la réponse stringente ne semble pas constituer un mécanisme universel, nous avons 
proposé qu’elle puisse conférer des protections croisées. 
 
Contrôle de l’expression génique 
 
En conditions optimales de croissance, la cellule fonctionne à un état d’équilibre dans 
lequel les gènes sont exprimés à un niveau constant. Nous avons montré que des différences 
existent entre les niveaux d’expression basaux des gènes. Une analyse statistique et 
bioinformatique a permis de révéler que ces niveaux d’expression semblent reliés au biais de 
codons, quantifié par le CAI (Codon Adaptation Index) ou par une analyse en composantes 
principales. Ainsi, les gènes les plus exprimés sont ceux présentant le biais de codons le plus 
fort. Parallèlement, notre analyse a montré que le biais de codons résulte de contraintes 
traductionnelles. En effet, des codons susceptibles de faciliter la traduction (GNN et NNY), 
notamment en maintenant le cadre de lecture, sont préférentiellement utilisés. Nous avons 
ainsi proposé que les gènes les plus exprimés sont également ceux dont la séquence est 
optimisée pour une traduction efficace. Un lien direct pourrait donc exister entre les niveaux 
de messagers et de protéines en conditions optimales de croissance. Dans de telles conditions, 
l’expression, du gène à la protéine, semble donc gouvernée par les caractéristiques 
intrinsèques des gènes. Le biais de codons semble également responsable de l’expression 
différentielle des gènes entre catégories fonctionnelles selon leur nécessité dans la cellule. 
Ainsi, les gènes codant pour la machinerie de traduction présentent un fort biais et sont très 
exprimés alors que les gènes codant pour des fonctions phagiques et possédant un faible biais 
sont peu exprimés. 
En revanche, dès que les cellules ne sont plus en phase exponentielle de croissance, les 
niveaux de transcrits ne sont plus aussi fortement reliés au biais de codons des gènes. Dans ce 
cas, l’expression génique n’est pas contrôlée par des propriétés intrinsèques mais 
principalement par des phénomènes de régulation extérieurs. Les nouveaux besoins 
métaboliques nécessaires à l’adaptation de la cellule au stress nécessitent en effet une 
réorganisation massive de l’expression. 
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Des variations importantes d’expression suite à l’apparition des carences en glucose ou 
en isoleucine sont en effet observées. Cependant, la concentration d’un transcrit peut être 
régulée par la transcription ou la dégradation. Pour dissocier ces 2 phénomènes de régulation 
de l’expression génique, la stabilité de l’ensemble des messagers (stabilome) a été mesurée 
lors de l’adaptation de L. lactis aux carences aux même points clés que ceux adoptés pour 
mesurer les niveaux de messagers. Pour cela, la rifampicine a été ajoutée dans les cultures 
pour bloquer la transcription puis, la dégradation ultérieure de chacun des messagers a été 
mesurée sur membranes de nylon pour accéder aux temps de demi-vie (t1/2).  
Une grande variabilité est observée entre les messagers lors de la phase exponentielle 
sur milieu MCD (t1/2 variant de 1,4 à 74 min). Les facteurs susceptibles de contrôler les 
niveaux de stabilité en conditions optimales de croissance ont été explorés à l’échelle 
génomique chez L. lactis par une approche statistique et bioinformatique. En conditions 
optimales de croissance, la stabilité des messagers apparaît reliée aux fonctions pour 
lesquelles ils codent. Comme le temps de demi-vie définit le temps pendant lequel les 
messagers sont disponibles pour la traduction, il apparaît cohérent que les ARNm codant pour 
des fonctions essentielles (traduction) soient particulièrement stables alors que ceux codant 
pour des fonctions qui doivent être rapidement ajustées à l’environnement (régulation, 
transport) soient plutôt instables. La corrélation négative entre les t1/2 et les concentrations 
révèle que les messagers les plus exprimés sont les plus instables. Ceci permet de réfuter le 
postulat inverse, largement admis dans la littérature, qui était basé sur l’observation des gènes 
codant pour les protéines ribosomales, qui révèlent en fait dans notre étude un comportement 
atypique par rapport à l’ensemble des ARNm. Différents déterminants de la stabilité ont été 
identifiés. Les corrélations négatives des t1/2 avec la longueur des ORFs et le % U suggèrent 
l’existence d’une endonucléase possédant une spécificité de clivage interne assez large. 
L’identification du motif AGGAG potentiellement stabilisateur dans les régions 5’ laisse 
penser que la fixation des ribosomes à ce motif protègerait le messager d’une dégradation 
ultérieure, ceci suggèrant donc une initiation de la dégradation en 5’. Enfin, les séquences 
inversées CTGTCAGTA et TACTGACAG susceptibles de former des structures tiges-
boucles en 3’ semblent exercer un effet déstabilisateur, contrairement à ce qui est souvent 
décrit dans la littérature, suggérant une dégradation possible à partir de l’extrémité 3’. On 
constate ainsi que différents mécanismes de dégradation semblent coexister dans la cellule. 
Cette idée émergente sera probablement confirmée par le développement de l’étude de la 
stabilité des messagers à l’échelle génomique dans d’autres micro-organismes. 
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De plus, notre étude a permis d’aborder pour la première fois le contrôle de la stabilité 
de l’ensemble des ARNm en conditions de stress. Globalement, la stabilité des messagers est 
accrue lors des stress nutritionnels. Ce phénomène est particulièrement accentué lors de la 
carence en glucose puisque le t1/2 moyen est multiplié d’un facteur supérieur à 4. Selon les 
transitions de culture étudiées, on observe une stabilisation générale de tous les ARNm ou une 
évolution différentielle de la stabilité (stabilisation ou déstabilisation selon les messagers). 
Ces contrôles généraux ou différentiels de la stabilité des transcrits ne surviennent pas au 
même stade de culture lors de l’adaptation aux carences en glucose ou en isoleucine. La 
stabilité apparaît ainsi régulée de façon complexe en réponse aux modifications 
environnementales. Lors des carences, les niveaux de stabilité suivent une logique 
fonctionnelle différente de celle observée en conditions optimales de croissance. On constate 
ainsi que les messagers codant pour les voies de biosynthèse des acides aminés sont beaucoup 
plus stables lors de la carence en isoleucine qu’en conditions optimales de croissance. Ceci 
souligne le rôle de la stabilité dans le contrôle de l’expression des gènes. Le motif AGGAG 
conserve son effet stabilisateur lors des stress nutritionnels. Ceci nous mène à penser que les 
ribosomes joueraient un rôle majeur dans les phénomènes de stabilisation observés. Une 
fixation accrue des ribosomes en 5’ bloquerait plus efficacement l’initiation de la dégradation 
et, un recouvrement plus dense des messagers, suite à un ralentissement de la traduction 
lorsque les conditions de croissance sont altérées, masquerait de façon plus importante les 
sites de clivage internes de l’endonucléase. L’effet protecteur des ribosomes, ainsi qu’une 
potentielle inhibition de la machinerie de dégradation (endo et exonucléases) pourraient 
justifier de la stabilisation globale (non spécifique) de l’ensemble des ARNm. En revanche, 
les stabilisations et déstabilisations spécifiques doivent faire intervenir des facteurs 
particuliers qui restent à identifier. 
 
Pour comprendre comment sont modulés les niveaux de transcrits lors du stress, une 
méthode innovante, dérivée de la théorie du contrôle hiérarchique, a été développée. Celle-ci 
intègre les données de transcriptome et de stabilome via le calcul de coefficients de régulation 
qui permettent d’évaluer quantitativement l’influence des régulations transcriptionnelles et 
"dégradationnelles". Schématiquement, 2 cas ont été observés.  
• Entre la phase exponentielle et le ralentissement de croissance sur milieu MCD, ainsi 
qu’entre les 2 points de carence en isoleucine, le contrôle est très majoritairement 
transcriptionnel (ρD < 0 pour 79 et 93 % des messagers) et assure uniquement des sous-
expressions. Dans ces phases, le contrôle "dégradationnel", minoritaire, est le seul phénomène 
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assurant la surexpression de gènes nécessaires dans la lutte contre les stress tels que dhaL, M 
et msmK lors de la carence en glucose ou acmB, clpE, guaB, thrC, trpA, yahI, ybiH et ywjD 
lors de la carence en isoleucine. 
• Entre le ralentissement et la carence en glucose ainsi qu’entre la phase exponentielle sur 
milieu ILV10 et le premier point de carence en isoleucine, la dégradation joue un rôle plus 
important (ρD > 1 pour plus de 20 % des transcrits). Dans ces phases, les régulations 
"dégradationnelles" assurent équitablement des inductions ou des répressions de l’expression. 
Cette approche a donc révélé que la dégradation joue un rôle important dans la 
régulation de l’expression lors des carences. De façon remarquable, on constate que pour une 
large majorité des messagers (77 à 95 %) les régulations transcriptionnelles et 
"dégradationnelles" ont des effets antagonistes sur leurs concentrations (ρD < 0 si la 
transcription est prépondérante, ρD > 1 si la dégradation prend le pas). Cette découverte est 
assez surprenante, cependant dans certains cas ce comportement est optimal d’un point de vue 
énergétique. Ainsi, dans la première partie de l’adaptation à la carence en glucose ou dans la 
deuxième partie de l’adaptation à la carence en isoleucine, la diminution massive de la 
transcription est associée à une stabilisation générale des messagers, cette situation permet 
ainsi de limiter les chutes de concentration des ARNm tout en réduisant les dépenses 
énergétiques liées à la transcription et à la dégradation. Le constat d’un effet antagoniste de la 
transcription et de la stabilité sur la concentration de la majorité des transcrits est lourd de 
conséquences. En effet, pour les gènes sous contrôle "dégradationnel", cet effet antagoniste a 
pour conséquence de moduler la concentration des ARNm dans le sens opposé aux variations 
de transcription. Dans ce cas, la seule observation des variations de niveaux de transcrits 
conduit donc à une interprétation erronée des régulations transcriptionnelles. 
Nos travaux révèlent ainsi que, bien que la stabilité des messagers ne soit jamais, ou très 
rarement, abordée lors d’études portant sur l’expression génique, celle-ci joue un rôle 
primordial qu’il est impératif de prendre en compte si l’on veut caractériser de façon juste la 
régulation de l’expression en réponse au stress. 
 
Du gène à l’enzyme ? 
 
L’observation des variations d’abondance de l’ensemble des messagers lors de 
l’adaptation de L. lactis aux carences nutritionnelles a permis de prédire les réponses 
potentiellement mises en place dans la cellule. Certaines ont été confirmées au niveau 
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physiologique par la mesure d’indicateurs métaboliques particuliers. Ainsi, l’induction de la 
voie arginine déiminase et l’utilisation du citrate ont été visualisées par la consommation de 
ces composés lors de la carence en glucose. De même, le ralentissement de la transcription 
dans les 2 carences est reflété par la diminution de la concentration en ARN total. 
Cependant, les variations d’expression des gènes observées au niveau des messagers ne 
constituent pas la réponse finale, car ceux-ci doivent ensuite être traduits en protéines. Les 
niveaux de messagers doivent néanmoins être de bons descripteurs de la réponse 
physiologique. Lors de ce travail, nous avons utilisé 2 notions pour décrire les niveaux 
d’ARNm : l’abondance représente la proportion d’un messager au sein de la population totale 
de messagers et la concentration indique la quantité d’un messager dans la cellule (en unité 
arbitraire). La différence entre abondance et concentration est la prise en compte des 
variations d’ARN total dans la cellule et de la proportion d’ARNm dans cet ARN total. Nous 
avons en effet constaté que ces 2 paramètres peuvent varier significativement lors de 
l’adaptation aux stress nutritionnels. Il convient maintenant de s’interroger sur le meilleur 
indicateur des niveaux de messagers. Le meilleur descripteur de la réponse physiologique en 
aval sera celui qui reflète le mieux l’évolution du potentiel de traduction du messager. Si les 
ribosomes sont en excès dans la cellule comparé au nombre de messagers, la quantité de 
chaque messager, indépendamment du niveau des autres transcrits, devrait fixer la quantité de 
protéines produites. Dans ce cas, les variations de concentration d’ARNm reflèteraient mieux 
les variations de quantités de protéines produites que les abondances d’ARNm. A l’inverse, si 
la quantité de ribosomes est limitante, la proportion d’un messager parmi tous les messagers 
fixe sa probabilité de traduction. Dans ce cas, les variations d’abondance constitueraient un 
meilleur descripteur des variations de protéines produites. 
En conditions optimales de croissance, les ribosomes semblent en excès par rapport au 
nombre de messagers dans la cellule (Neidhardt et al., 1994d). Ce point est beaucoup moins 
fermement établi lors des carences. Diverses études ont en effet montré une dégradation 
importante des ribosomes lors de la carence en carbone chez E. coli (Kaplan et Apirion, 1975; 
Davis et al., 1986) alors que d’autres relatent un excès de ribosomes par rapport à la demande 
protéique lors de la carence en carbone chez Vibrio (Flardh et al., 1992). Il est donc délicat 
d’évaluer le degré d’excès ou de limitation des ribosomes lors des carences. Notre question 
sur le meilleur descripteur reste ainsi ouverte. La confrontation de données transcriptomiques 
et protéomiques permettrait probablement d’y apporter une réponse en évaluant les 
corrélations entre concentrations de protéines, abondances et concentrations d’ARNm. De 
toute façon, les variations d’abondance et de concentration ne sont pas indépendantes. Ainsi, 
 243
Conclusion et perspectives 
lors de la carence en glucose, les messagers dont la concentration chute le moins sont ceux 
dont l’abondance augmente. Ces 2 indicateurs sont donc fidèles à condition d’être interprétés 
avec prudence et correctement, en les couplant notamment à la mesure d’indicateurs 
métaboliques décrivant l’état physiologique de la cellule (dont la concentration en ARN 
total). 
 
Perspectives 
 
Le travail présenté dans ce manuscrit ouvre de larges perspectives dont les principales 
sont présentées ici. Il convient dans un premier temps de valider ou de conforter certaines 
hypothèses émises. 
• Avant d’exclure la participation de la réponse stringente dans la carence en carbone, il 
serait nécessaire de doser le (p)ppGpp dans cette condition et de comparer sa concentration à 
celle obtenue dans des conditions inductrices (carence en isoleucine, ajout de norvaline). Ce 
travail est actuellement en cours. De plus, pour définir plus précisément le spectre d’action de 
la réponse stringente, il nous semble intéressant de caractériser, avec une approche similaire à 
celle adoptée dans ce travail, les réponses à d’autres types de stress, notamment oxydatif, 
osmotique ou acide. Ceci permettrait, de plus, de réévaluer la participation de la réponse 
stringente dans la résistance au stress acide chez L. lactis proposée par Rallu  et al. (2000). 
D’autre part, la comparaison des réponses mises en place dans la souche IL1403 et dans une 
souche mutante déficiente en (p)ppGpp doit être menée pour dissocier les phénomènes de 
régulation (p)ppGpp dépendants et indépendants. Cependant, l’effet d’une mutation dans le 
gène relA est assez aléatoire (sur ou sous-production de (p)ppGpp ?) car RelA est 
probablement bifonctionnelle chez L. lactis, comme dans d’autres micro-organismes à Gram+. 
De plus, l’obtention d’une délétion de relA sera peut-être délicate, car elle semble létale lors 
du stress chez B. subtilis (Wendrich et Marahiel, 1997). 
• L’étude d’autres conditions de stress par une approche transcriptomique pourrait par 
ailleurs faciliter l’identification d’un mécanisme général de stress qui reste encore assez 
abstrait. La comparaison des différentes réponses permettrait de confirmer le caractère général 
en conditions de stress de la répression des activités physiologiques liées à la croissance, 
identifiée lors des stress nutritionnels. Le rôle du taux de croissance dans l’induction de la 
réponse négative générale pourrait également être évalué plus pertinemment grâce à l’étude 
d’autres stress. 
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• Pour comprendre plus en détail les régulations transcriptionnelles impliquées dans les 
réponses aux carences, une approche de type biologie moléculaire classique (mutation suivie 
d’une caractérisation transcriptomique ou phénotypique) pourrait être adoptée. Le rôle des 
régulateurs kin/llrE, yabB et ybeD mérite notamment d’être étudié car ils semblent impliqués 
dans les 2 carences. De même, divers gènes dont la fonction reste totalement inconnue sont 
très fortement surexprimés lors des réponses et devraient donc être caractérisés. Enfin, le rôle 
des gènes rplI, rpmGC, rpsO et P, codant respectivement pour les protéines ribosomales L9, 
L33, S15 et S19, devrait être exploré plus en détail. En effet, l’induction de leur expression, 
opposée à une sous-expression massive des gènes de protéines ribosomales, suggère un rôle 
particulier de ces gènes dans les ribosomes lors des carences. La participation de la protéine 
L9 dans la synthèse du (p)ppGpp mériterait ainsi d’être évaluée. 
• Par ailleurs, il semble nécessaire de valider les effets stabilisateur du motif AGGAG et 
déstabilisateur des séquences CTGTCAGTA et TACTGACAG. Ceci peut être fait en altérant 
ces séquences par mutagénèse dirigée sur des messagers possédant ce/ces motifs puis en 
mesurant l’impact de ces mutations sur le temps de demi-vie. Parallèlement, l’impact sur la 
stabilité de la fusion de ces motifs sur des messagers modèles pourrait être évalué. De plus, 
pour mieux comprendre les mécanismes de dégradation des transcrits, il semble maintenant 
nécessaire de caractériser les acteurs de la machinerie de dégradation chez L. lactis, dont le 
gène yciH, qui serait homologue aux RNases J de B. subtilis. Enfin, l’effet protecteur des 
ribosomes doit également être confirmé. On peut pour cela envisager l’utilisation 
d’antibiotiques tels que le chloramphénicol, la puromycine, la tétracycline ou l’acide 
fusidique provoquant un ralentissement de la traduction ou altérant la fixation des ribosomes 
sur les messagers. 
 
Plus largement, la démarche de biologie intégrative adoptée dans ce travail a révélé son 
intérêt pour identifier les réponses de L. lactis aux stress nutritionnels dans un cadre 
physiologique défini et pour accéder aux phénomènes de régulation de l’expression génique. 
Toutefois, pour comprendre la réponse cellulaire dans son intégralité, il nous semble 
extrêmement pertinent d’étendre notre démarche au niveau de l’expression protéique. Une 
approche protéomique peut ainsi être envisagée pour accéder aux concentrations de protéines. 
Une description plus proche de la réponse physiologique lors du stress pourrait ainsi être 
obtenue. La confrontation des données de transcriptome et de protéome lors de cinétiques 
d’adaptation permettrait ensuite d’évaluer l’efficacité de traduction, à condition de prendre en 
compte la dynamique de culture (vitesse de dilution), et ainsi d’observer les régulations 
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traductionnelles en réponse au stress. D’autre part, l’extension de notre approche au niveau 
protéique permettrait de confirmer ou infirmer diverses hypothèses proposées dans ce 
manuscrit. Le lien fort entre les niveaux d’expression génique basaux et la traduction, 
suggérée par l’étude du biais de codons, pourrait ainsi être évalué directement. De même, 
l’influence de la traduction sur la stabilité des messagers, qui semble importante d’après les 
déterminants de la stabilité identifiés, pourrait être estimée grâce à la détermination des 
efficacités de traduction. Enfin et surtout, l’extension du concept de coefficients de régulation 
au niveau des protéines doit être envisagée. L’intégration des données de transcriptome, de 
protéome, de stabilité des messagers et des protéines constituerait une approche puissante 
pour quantifier l’influence des différents niveaux de régulation (transcriptionnel, traductionnel 
et "dégradationnels") dans l’expression du gène à l’enzyme. 
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 
]
A l’équilibre, l’égalité suivante est observée pour chaque messager dans la cellule : 
[ ] [ARNmARNmkVT ⋅+⋅= µ  avec VT, vitesse de transcription, k, constante de 
dégradation et µ, taux de croissance. 
 
 En négligeant le taux de croissance µ devant la constante de dégradation k qui est 
beaucoup plus élevée, on obtient : [ ]ARNmkVT ⋅=  soit kVARNm T=][ . 
 
 La dérivée de la concentration d’ARNm s’exprime comme la somme des dérivées 
partielles par rapport à VT et k : [ ] [ ] [ ] dkkARNmdVVARNmARNmd TT ⋅∂∂+⋅∂∂= . 
 
 En prenant l’hypothèse que VT et k sont indépendants, les dérivées partielles peuvent être 
exprimées en fonction de ces 2 paramètres : [ ] dkkVdVkARNmd TT ⋅−⋅= 21 . 
 
 En divisant cette dernière expression par la concentration en ARNm, soit k
VT , on obtient 
[ ][ ] kdkVdVmRNAmRNAd TT −= .  
Cette expression est équivalente à [ ][ ] [[ ]]mRNAmRNAd
k
dk
mRNA
mRNAd
V
dV
T
T
−=1  ou 
[ ] [ ]mRNAd kdmRNAd Vd T ln lnln ln1 −= . 
 
 Les coefficients de régulation ont donc été définis de la façon suivante : 
[ ]mRNAd Vd TT ln ln=ρ , - coefficient de régulation transcriptionnel
- coefficient de régulation "dégradationnel" [ ]mRNAd kdD ln ln−=ρ . 
Et donc 1=+ DT ρρ . 
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